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序論 
 
てんかん、アルツハイマー病、パーキンソン病等に代表される神経変性疾患は、その患者
数の多さにもかかわらず、いまだ根本的な治療法が確立されていない難病である。例えばア
ルツハイマー病は国内の患者数が現在でも 200 万人以上と推定されているが、超高齢化社
会を迎えた今、加齢とともに頻度の増加する神経疾患の患者数は軒並み急激に上昇してお
り、治療法や予防法開発の必要性がより一層高まっている 1)。 
 生体外で神経幹細胞を神経細胞へと分化させ移植するといった治療が試みられているが、
その効果はいまだ限定的である 2)。また、iPS 細胞を軸とした病態研究・治療研究が現在進
められているが、正常な幹細胞を移植するという単純な方法論だけでは脳の複雑な神経ネ
ットワークをリプレースし、緻密な神経機能を回復させることは困難ではないかと予想さ
れている 1)。一方で、成人の脳に神経幹細胞が発見されており 3)、これらを直接神経細胞へ
分化させることができれば、多くの神経変性疾患に対する治療効果が期待できる。 
 このような背景を受け、神経幹細胞の分化を促進させる天然物を基盤とした化合物の研
究に着手した。 
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第１章 Hes1について 
 
第１節 神経幹細胞と Hes1 
 
神経幹細胞はニューロン、アストロサイト、オリゴデンドロサイト等への多分化能を有す
る細胞である。神経幹細胞の分化と増殖には、bHLH（basic helix-loop-helix）型転写因子が
重要な役割を担っている。bHLH 型転写因子は分化を抑制する抑制型 bHLH因子と促進する
活性型 bHLH 因子に大別される。 
Hes1 (hairy and enhancer of split 1) は抑制型 bHLH 因子であり、二量体を形成して DNAに
結合し、活性型 bHLH 因子の転写を抑制する 4)。したがって Hes1の二量体形成を阻害する
ことは神経幹細胞の分化を促進できる可能性があり、阻害剤は新たな神経再生医薬のシー
ドとなることが期待される。 
 
 
Fig. 1  神経幹細胞と Hes1 
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第２節 神経幹細胞モジュレーター 
 
 神経幹細胞のモジュレーターとして報告されている化合物の例を示す（Fig. 2）。 
 活性型 bHLH 転写因子に関する化合物として、Ngn2 の発現を上昇させニューロンを増加
させる baicalin5)、NeuroD の発現を上昇させ神経幹細胞の分化を促進する neuropathiazol6)、
valproic acid7)が知られている。 
 抑制型 bHLH 転写因子に関する化合物として、Hes1 の発現を増加させ神経幹細胞の増殖
を促進させる carbamazepine などが報告されている 8)。また、DHAは Hes1の発現を抑制し、
その結果 NeuroDの発現が上昇してニューロンを増加させる 9)。 
 これらの事例からも、Hes1 の機能を阻害する化合物を見出すことは神経幹細胞分化促進
剤の研究に有用であると言える。 
 
●活性型 bHLH 転写因子に関する化合物 
  
●抑制型 bHLH 転写因子に関する化合物 
  
 
Fig. 2 神経幹細胞モジュレーター 
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第３節 Hes1をターゲットとする化合物 
 
 前述のように Hes1 の二量体形成を阻害することは神経幹細胞の分化を促進できる可能
性があり、阻害剤は新たな神経再生医薬のシードとなることが期待されるが、現在そのよう
な化合物を報告しているのは我々の研究のみである。 
当研究室ではこれまでに、Hes1二量体形成阻害作用を有する化合物を天然物より見出し
ている（Fig. 3）10)。また、Hes1担持ビーズを用い、Hes1と相互作用する化合物を植物や
放線菌エキスより単離、構造決定している（Fig. 4）11)。これらの化合物および lindbladione
については、神経幹細胞分化誘導作用を示すことを確認している。 
しかしながらHes1をはじめ、神経幹細胞に作用する化合物、また神経幹細胞の分化を活
性化させる低分子化合物の報告例は未だ少なく、その探索は急務であると言える。本研究で
は、より高活性な化合物を得ることを目的とし、ヒット化合物の全合成および誘導体合成に
より探索していく。 
 
  
Fig. 3  Hes1二量体形成阻害作用を有する化合物 10) 
 
 
Fig. 4  神経幹細胞分化誘導作用を有する化合物 11) 
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第２章 Schizandrisideについて 
 
 当研究室保有の天然化合物ライブラリーより、Hes1 二量体形成阻害作用を示した
KKC0054 schizandriside について述べる。 
 
第１節 単離報告例 
 
 Schizandrisideは 1979年、Schizandra nigraの木質部（woody part）より初めて単離され
た化合物である 12)。当研究室においては、2007年に Saraca asocaの樹皮より抗酸化活性を
指標に単離された 13)。 
Fig. 5 Schizandriside (1) 
 
 上記 2種の植物の含む 53種の植物、23の科より単離報告があり、天然に広く存在する化
合物と言える。 
 
Table 1. Schizandriside 含有植物 12-64)  
 
species family part
Schinopsis brasiliensis Anacardiaceae stem bark
Uvaria tonkinensis Annonaceae stems
Artemisia capillaris Asteraceae aerial part
Combretum quadrangulare Combretaceae seeds
Kalanchoe daigremontiana Crassulaceae
Rhodiola algida Crassulaceae root
Rhodiola bupleuroides Crassulaceae stem
Rhodiola crenulata Crassulaceae
Rhodiola yunnanensis Crassulaceae root
Gaultheria yunnanensis Ericaceae
Vaccinium bracteatum Ericaceae leaves
Joannesia princeps Euphorbiaceae leaves
Mallotus apelta Euphorbiaceae roots
Euphorbia soongarica Euphorbieceae
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species family part
Bauhinia variegata Fabaceae
Indigofera stachyoides Fabaceae roots
Saraca asoca Fabaceae bark
Fagus hayatae Fagaceae leaves and twigs
Illicium difengpi Illiciaceae stem bark
Cinnamomum camphora Lauraceae leaves
Laurus nobilis Lauraceae leaves
Litsea glutinosa Lauraceae
Machilus robusta Lauraceae bark
Machilus thunbergii Lauraceae bark
Machilus wangchiana Lauraceae
Machilus yaoshansis Lauraceae root
Miconia rubiginosa Melastomataceae leaves
Trichilia estipulata Meliaceae stem bark
Ficus ischnopoda Moraceae leaves
Streblus asper Moraceae root/stem bark
Abies delavayi Pinaceae
Abies spectabilis Pinaceae
Pinus densiflora Pinaceae needles
Pinus koraiensis. Pinaceae needles
Pinus massoniana Pinaceae needles
Pinus thunbergii Pinaceae needles
Polygonum capitatum Polygonaceae
Myrsine africana Primulaceae stems
Prunus padus Rosaceae aerial parts
Prunus ssiori Rosaceae barks
Spiraea japonica Rosaceae whole plant
Acer truncatum Sapindaceae leaves
Litchi chinensis Sapindaceae leaves/pericarp
Kadsura heteroclita Schisandraceae
Kadsura longipedunculata Schisandraceae leaves and stems
Schisandra sphenanthera Schisandraceae stem
Schizandra nigra Schisandraceae woody part
Pterospermum acerifolium Sterculiaceae
Tilia amurensis Tiliaceae trunk
Ulmus davidiana Ulmaceae root barks/stem
Ampelopsis japonica Vitaceae roots/rhizome
Cissus repens Vitaceae aerial parts
Vitis thunbergii Vitaceae leaf
Table 1.  continued 
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第２節 生合成 
 
 主要なリグナン骨格について、生合成経路の研究が進んでいる（Scheme 1）65)。シキミ酸
経路を経てコニフェリルアルコールが合成される。コニフェリルアルコールは立体選択的
に二量化し、後の立体化学を決定している。コニフェリルアルコールから matairesinol への
化合物の変換は多くの植物種で見られており、これが一般的な生合成経路だということを
強く支持している。Podophyllotoxin も属する 7,7’,8,8’-tetrahydroarylnaphthalene 骨格までの生
合成に関わる酵素は、完全には明らかとなっていない。 
 
 
 
Scheme 1. 主要なリグナンの生合成経路 65) 
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第３節 生物活性の知見 
 
 抗酸化活性の他、抗がん活性、抗 B型肝炎ウイルス活性、抗炎症活性、抗血栓活性がこれ
までに報告されている。 
 抗酸化活性試験は主に DPPH ラジカルを用いた手法が一般的である。Schizandriside の示
す阻害活性について、Wen ら 55b)では IC50 = 15.28±0.42 M（DPPH 0.1mM、517nm）、Jung
ら 45b)では 6.42 M（DPPH 0.15 M、520 nm）、当研究室の結果 13)は 55 M（DPPH 0.2 mM、
540 nm）と活性を示すものの値がそろっていない。活性評価を行う条件及び検出波長の影響
が大きいことがうかがえる。リグナンの抗酸化活性について、芳香環上のヒドロキシ基の数
及び位置とグリコシドが主な構造上の因子であることが明らかとなっている 55b)。特に強い
活性を示すためには、芳香環上でオルト位の関係にあるジヒドロキシ基は最も重要な構造
である。リグナンの場合、隣接する置換基がメトキシ基であっても効果は見られる。 
 各種細胞毒性の IC50はA549 (human lung cancer) 82 M、SK-OV-3 (ovarian cancer) >100 M、
HepG2 (Human liver hepatoblastoma) 21 M、HT-29 (Human colon adenocarcinoma) 15 Mであ
った 61a)。A549 6.90±0.31 M、SK-OV-3 5.88±0.13 M、SK-MEL-2 3.26±0.68 M、HCT-15 
6.65±0.90 Mを示す文献もあるが 60)、A549、SK-OV-3、LOVO細胞については活性がない
報告が主流である 43)。 
 抗 HBV活性について、HBsAg 及び HBeAgに対しそれぞれ IC50 = 6.98、26.74 Mという
活性を示した 42)。どちらに対しても細胞毒性はほとんど示さなかった。また、HBV の DNA
複製阻害活性を示し、IC50 = 17.68 M であった。Li らはアリールナフタレンリグナン類の
構造活性相関について考察しており、アグリコン部のみの方が高活性であることが知られ
ている。また、ナフタレン環の水素化度合やヒドロキシ基、メトキシ基の置換パターンに影
響されるとしている。 
 -Hexosaminidase はマスト細胞の脱顆粒マーカーとして知られている。RBL-2H3 細胞を
用いた-hexosaminidaseの放出阻害活性について評価したところ、schizandrisideは IC50 = 75.3
±1.7 Mという値を示した 48)。細胞毒性はどの濃度においても 90%以上を維持していた。 
 NO放出阻害剤は抗炎症作用があると考えられている。Illicium difengpiの幹の樹皮はリウ
マチ性関節炎の治療に中国で用いられていることから、LPS（Lipopolysaccharide）が活性化
された RAW264.7 細胞中の NO 産生阻害作用を評価した。Schizandrisideは 25 M において
弱い阻害活性を示した 31）。活性が弱いためか、別の報告例では NO 活性が無いとしている
ものもある 43)。 
 Kolodziejczyk-Czepas らは in silico を用いた計算結果から、Kalanchoe daigremontiana 中の
抗血栓活性有効成分の一つと考えられると述べている 18)。 
 その他、次に示す活性評価が行われたが、いずれも活性を示さなかった：D-GalN/TNF-を
用いた in vitroでの評価 17)、PDE4（phosphodiesterase-4）inhibitorsの阻害活性 23a)、3T3LI か
ら分化した脂肪細胞を用いたインスリン感受性の評価 58)、抗 HIV-1 活性 16)、α-glucosidase
 12 
 
阻害活性 21)、Aの分泌阻害活性 64a)、PGE2産生阻害作用 45a)、抗炎症活性を PGD2 、LTC4、
-Hex阻害を指標に確認 61b)、トポイソメラーゼ I、IIに対する阻害活性 61a)。 
 
 
第４節 過去の合成例 
 
 Schizandriside についての合成研究の報告はないが、リグナン骨格に存在する３つの不斉
中心の構築に関する報告は数多く存在している。代表的な合成例が、Diels-Alder 反応又は
Michael-aldol反応を用いたものである。 
 Diels-Alder 反応を用いた場合では、ジエノフィルとしてフマル酸ジメチルを用いた場合
に 7・8 位、8・8'位がともにトランスの関係になることが知られている（Scheme 3）66)。ま
た Michael-Aldol反応の場合では、8・8'位は優先的にトランスとなる。続く環化の工程での
7 位の立体化学選択性においても、安定なトランス体が優先される（Scheme 4）67)。 
 
Scheme 2. Diels-Alder反応を用いた合成例 66) 
 
 
Scheme 3. タンデム型Michael-Aldol反応を用いた合成例 67) 
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第１章 スクリーニング 
 
第１節 Hes1プレートアッセイ 
 
１．実験概要 
 
プレートアッセイの大まかな流れを Fig. 6に示す 11b)。 
まず、反応性結合基を持った 96 well プレート上に蛍光化されていない Hes1 タンパク質
を固定化した。その後、エタノールアミンを加え、プレート上の残りの反応性結合基を失活
させた。 
次に、調整した蛍光標識（Cy3）Hes1 を添加した。プレート上に固定化された Hes1と蛍
光化タンパク質が結合することにより、Hes1 複合体形成を蛍光強度として確認することが
できる。 
蛍光標識 Hes1との複合体形成が平衡に達した後に化合物を添加した。阻害作用を示す化
合物であれば、化合物により蛍光標識 Hes1 とプレート上の Hes1 との結合が阻まれ、プレ
ート上の蛍光強度が減弱する。蛍光強度が強くなるようであれば、二量体を安定化させる化
合物である可能性が示唆される。 
 
Fig. 6 蛍光プレートアッセイ概要 
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２．Hes1タンパク質の発現 
 
 前任者のプロトコールに従い（Fig. 7A）、ラット Hes1タンパク質（3-281 aa）を発現させ
た。SDS-PAGE と CBB染色を用いて純度を確認したところ、アッセイに十分な純度の Hes1
タンパク質を得ることができた（Fig. 7B）。 
 収量を BCA法を用いて測定したところ、前任者が平均 100 g/mLであったのに対し、平
均 30 g/mLにとどまった。同じ菌体量から得られた Hes1量が少ないことから、Hes1 溶液
中に混在している DNA 量の比が高い可能性が考えられる。実際に Nanodrop を用いて
A260/A280 を確認したところ DNA 含量がやや高いことが示唆された（前任者 1.8-2.0 程度
に対して今回 2.0-2.4）。Hes1二量体形成における DNA の役割は後述する（本論第３章第４
節）が、DNA の割合が高いアッセイ系では二量体形成阻害作用を示しにくいことが考えら
れる。 
 スクリーニングの際にはポジティブコントロールの作用度合いを指標として、アッセイ
系が正しく機能していることを確認する。一方、天然品と合成品の活性を比較するためには、
それぞれのサンプルを同時に評価する必要があると考えられる。 
 
 
 
 
  
Fig. 7 A) Hes1タンパク質発現概要 B) 電気泳動 
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 Hes1 二量体形成阻害作用の強さを蛍光強度として検出するために、Hes1タンパク質の蛍
光化を行った（Fig. 8）。この蛍光化は、Cy3 のスクシンイミドエステルとアミノ基の反応に
より達成された。10 g/mLに調整した Hes1/PBS 溶液 1 mLに対し、Cy3-DMSO 溶液を 0.5 
L添加する。反応後、透析による精製を行い、未反応の Cy3 を除去した。 
 
 
Fig. 8 Hes1 タンパク質の蛍光標識 
 
 
 蛍光化度（dye/protein 値）は次の式により計算できる。Hes1 濃度は蛍光化後の透析により
約 70%まで減少することが知られている。そのため Hes1 濃度は 7 g/mL として計算した。
プレートへの固定化や二量体形成にもアミノ基がかかわっていることから、蛍光化度は 0.6-
1.0が好ましいと言える。 
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第２節 天然化合物ライブラリーからのスクリーニング 
 
１．スクリーニング結果 
 
天然化合物ライブラリーのスクリーニングを行った(Fig. 9)。特記がない限りサンプル濃
度は 50 μMとした。ポジティブコントロールとして lindbladione 5 µM、ネガティブコントロ
ールとして apigenin trimethyl ether (以下 ApiM) 50 µM を用いた。二量体形成率が約 20%以下
となった化合物をヒットとした。 
天然化合物ライブラリーより 136 種の化合物についてスクリーニングを行った結果、12
種類の化合物がヒットした。このうち KKC0006 は非特異的に活性を示す化合物であること
が知られている。また、KKC0104、KKC0039 はサンプル溶液自身の着色により異常値を示
したと考えているため、ヒットから除外した。縦軸は Hes1二量体形成率を示す。ヒット化
合物の構造を Fig. 10に示す。 
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Fig. 10 ヒット化合物とコントロールサンプル 
  
 20 
 
２．リグナン類の構造活性相関について 
 
 スクリーニング時に強い活性を示した KKC0054に着目し、化合物ライブラリー中の他の
リグナンとの構造活性相関について考察した（Fig. 11）。KKC0054 (1) は再現性を確認した
ところ IC50 = 22.7 M、KKC0050 (2) は IC50 = 27.6 Mの二量体形成阻害作用を示した。一
方、同様の骨格を有する KKC0044 (3), KKC0045 (4) は活性を示さなかった。 
 これら 4種の化合物の構造上の違いは、３つの不斉中心の立体化学と芳香環上の MeO基
の数である。KKC0054 (1) と KKC0050 (2) では三連続不斉中心の立体化学が異なっている
にもかかわらず、どちらも活性を示したことから、芳香環上に存在する MeO 基が活性に影
響するものと考えられる。 
 
 
Fig. 11 他のリグナン類との活性の比較 
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３．KKC0054 (1) の再現性の確認 
 KKC0054 (1) について、再現性の確認及び IC50の算出を行った（Fig. 12、＊は Lindbladione 
5 µM、縦軸は Hes1 二量体形成率を示す）。1、2回目における IC50の差は、挟む二点の濃度
が異なっているためと考えられる。3、4 回目の結果ではやや活性が低下したが、依然とし
て活性は認められる。下に示した回以外にも KKC0054 (1) についてアッセイを行っており、
25 M付近で 50%程度の阻害作用を示すことがほとんどだったことを考慮して、IC50を 22.7 
Mと決定した。 
 
  
 
Fig. 12  KKC0054 (1)の再現性確認 
 
活性低下の要因として化合物の分解が考えられるが、TLC や HPLC を用いて確認したと
ころ顕著な分解は見られなかった（詳細は第３章第２節に示す）。KKC0054 (1) は疎水性
が高く、pp製 1.5 mLチューブに吸着する可能性がある。活性評価時のサンプル調製のタ
イミング次第で多少結果が変動してしまうことが考えられる。 
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第３節 TCF/-cateninプレートアッセイ 
 
 ラット Hes1 二量体形成阻害作用を示した KKC0054 (1) と 50 (2) について、非特異的に
阻害作用を示すものではないことを確認するために、Wntシグナル伝達経路における bHLH
転写因子である TCF/-cateninを用いてプレートアッセイを行った 11b)。 
 Hes1 でのアッセイと同様に、大腸菌を培養して得た TCFをプレートに固定化した後、-
cateninを添加し複合体を形成させる。サンプル添加後、HRP 標識抗 GST 抗体を用いて複合
体を検出した。Calphostin C (PKF115-584) 10 Mをポジティブコントロールとして用いた 68)。 
 結果を Fig. 13に示す。KKC0054 (1)、KKC0050 (2) のどちらについてもほとんど活性を示
さず、濃度依存性も見られなかった。 
 
 
   
Fig. 13 TCF/-catenin プレートアッセイ 
 
  
0
20
40
60
80
100
120
0 25 50 100
複
合
体
形
成
率
(%
)
1 (µM)
0
20
40
60
80
100
120
0 25 50 100
複
合
体
形
成
率
(%
)
2 (µM)
 23 
 
第４節 神経幹細胞（MEB5）分化アッセイ 
 
 マウス神経幹細胞（MEB5）を用いた神経幹細胞分化アッセイについて、概要を Fig. 14に
示す。スフェアの状態で増殖しているMEB5をシングルセルにした後、24 well plate に播種
した。化合物を添加し 4日間培養を行った後、蛍光免疫染色によりニューロン、アストロサ
イトを可視化した。これを顕微鏡で観察し、全体の核の数に対するニューロン、アストロサ
イトの数を計測することで評価した。また、ニューロンについては伸長作用についても評価
を行った。 
 
  
Fig. 14 神経幹細胞（MEB5）分化アッセイ概要 
 
 KKC0054 (1)、50 (2)、44 (3) についてアッセイを行った結果を Fig. 15に示す。実験の条
件に関しては、各点 n=3、画像の取得を各 wellより n=3 とした。 
 
 
Green：Tuj1 (neurons) Red：GFAP (astrocytes) Blue：TO-PRO-3 (nuclei) 
 
Fig. 15  神経幹細胞（MEB5）分化アッセイ結果 
MEB5 (sphere)
single cell
4 days
MEB5播種
化合物添加
DMSO　(control) VPA 100 µM RA 20 µM
KKC0050　2.5 µM KKC0050　5 µM
KKC0044　5 µM
KKC0054　2.5 µM KKC0054　5 µM
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取得した画像についてニューロン数およびアストロサイト数を計測した。全細胞数を
100%としたときのニューロンおよびアストロサイトの割合を Fig. 16に示す。通常、control
である DMSO のみ添加した場合の割合がどちらも 30%程度となるのに対し、今回は 40%程
度と高くなってしまった。原因としては核の染まりが悪く見落としているか、分化が進みす
ぎてしまった可能性が考えられる。 
 ポジティブコントロールのバルプロ酸（VPA）7)、レチノイン酸（RA）はニューロンの割
合が減少し、アストロサイトの割合が増加するという結果となった。Hes1 二量体形成阻害
活性のない KKC0044 (3) も同様の傾向が見られた。Hes1 二量体形成阻害活性を示した
KKC0054 (1) および 50 (2) はどちらもニューロンの割合を増加させた。 
Fig. 16  ニューロン、アストロサイト数の比較 
 
また、神経突起の長さを比較した。Box plotを Fig. 17に示す。VPA、RA 共にわずかに神
経突起を伸長させた。KKC0044 のみコントロールよりも小さい値となった。KKC0054 (1) 
は 2.5 µM、KKC0050 (2) は 5 µM添加した際に、より伸長作用が見られた。 
 
 
  
 
Fig. 17 神経突起長の比較（表中の△は control    
      との差を示す） 
Median
Cont. 12.1 µm - -
VPA 100 µM 12.5 µm 0.4 µm 3.2%
RA 20 µM 13.0 µm 0.9 µm 7.1%
KKC0044 5 µM 11.9 µm -0.3 µm -2.1%
KKC0050 2.5 µM 14.1 µm 2.0 µm 16.2%
KKC0050 5 µM 14.3 µm 2.2 µm 18.3%
KKC0054 2.5 µM 13.9 µm 1.8 µm 14.6%
KKC0054 5 µM 13.2 µm 1.1 µm 9.2%
Δ
0%
10%
20%
30%
40%
50%
60%
neuron astrocyte
neuron astrocyte
Cont. 40.5% 40.9%
VPA 100 µM 27.4% (-3.1%) 49.3% (+8.4%)
RA 20 µM 29.5% (-11.0%) 44.6% (+3.7%)
KKC0044 5 µM 37.1% (-3.4%) 45.3% (+4.4%)
KKC0050 5 µM 45.7% (+5.2%) 35.6% (-5.3%)
KKC0050 2.5 µM 44.2% (+3.7%) 41.3% (+0.4%)
KKC0054 5 µM 42.7% (+2.2%) 38.8% (-2.1%)
KKC0054 2.5 µM 42.1% (+1.6%) 36.4% (-4.5%)
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第５節 小括 
 
 蛍光プレートアッセイを用いて、研究室保有の天然化合物ライブラリーを対象にスクリ
ーニングを行い、136種の化合物から 12種類のヒット化合物を得た。Hes1二量体形成阻害
剤のリード化合物として、を示した KKC0054（1、IC50 = 22.7 µM）、KKC0050（2、IC50 = 27.6 
µM）に着目した。 
 TCF/-catenin 系でのプレートアッセイの結果、1及び 2は Hes1に特異的に作用すること
が示唆された。また、マウス神経幹細胞（MEB5）を用いた分化アッセイにより、神経分化・
伸長作用を示すことが示唆された。 
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第２章 Schizandriside及び誘導体の合成   
 
第１節 合成計画 
 
 KKC0054 schizandriside (1) および KKC0050 (2) は、当研究室で Saraca asoca より単離さ
れた化合物である 13)。ターゲットとした２つの化合物は置換基こそ類似しているものの、
３連続不斉中心における立体配置が逆という違いがある。逆合成解析を Scheme 4 に示す。 
 
 
Scheme 4.  合成計画 
 
 誘導体合成に向けて、糖は終盤で導入することとした。グリコシル化前駆体 6は環化を含
む数工程により 7から得られる。環化の際には、7 位の芳香環が 8位の不斉中心に対し anti
となるように反応が進行すると予想している 69)。7 はタンデム型 Michael-Aldol 反応により
one-potにて得られるとした。8及び 10の保護基を異なるものに設定することで、終盤での
誘導体化が可能になると考えた。 
KKC0054 (1)、50 (2)、44 (3)、45 (4)の構造を比較すると、テトラヒドロナフタレンの芳香
環上の置換基数、1位の芳香環上の置換基数が活性に大きく影響している可能性がある。本
合成経路ではマイケルアルドール反応に用いる芳香環の変更が容易なため、誘導体合成に
も有用であると考えている。 
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第２節 モデル基質を用いた tandem型反応の検討 
 
１．Aldol反応の検討 
 過去の反応例を参考に 70)、モデル基質を用いて tandem型マイケルアルドール反応を行っ
たところ、tandem 型反応成績体 27は低収率であり、再現性に乏しかった (Scheme 5) 。マ
イケル反応が進行した 28は一定量得られていたことからアルドール反応に原因があると考
え、収率改善のための検討を行った。 
 
Scheme 5.  tandem型マイケルアルドール反応 
 
 
  Table 2. アルドール反応の検討 
 
 
検討結果を Table 2に示す。これまでマイケルアルドール反応、アルドール反応共にアル
デヒドを 3 当量以下として検討していたが、10 当量で反応を行ったところ目的の化合物の
収率改善が見られた（entry 1）。同様にアニスアルデヒドを用いて検討を行ったところ、-40 ℃
で見えていたスポットが 0 ℃で消失する様子がうかがえた(entry 2)。そこで-40 ℃にて反応
を止めたところ、収率は改善した。 
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２．タンデム型反応の検討 
 
 
  Table 3. タンデム型反応の検討 
 
 
アルドール反応の進行が確認できたので、タンデム型の反応の検討に移ることとした
（Table 3）。 
まず、アルデヒドの当量の検討を行った(entry 1-4、6)。目的の化合物は当量を増やすほど
収率が高かった。Entry 3 でその傾向が見られなかったのは試薬が失活していた可能性を考
えている。アルデヒドを回収することは可能であるが、今後天然物を合成する際にはアルデ
ヒドの合成にも工程がかかってしまうため、20 当量も用いることは現実的ではないと考え
られる。なお、Entry 5 では溶媒を変えて検討を行ったが、多点化し収率は改善しなかった。 
 そこで BuLiの当量についても検討を行った。Entry 1 では、原料をすべて加えたのち反応
温度を室温まで昇温させたところ、副生成物のみが得られた。このスポットは 0 ℃より現
れ、同時に 27のスポットが薄くなっていった。そのため、Entry 2 以降では、反応をすべて
-78 ℃で行った。Entry 2 の条件で、中程度の収率で目的の 27を得た。 
以上より、今後の検討は BuLi 2 当量、-78 ℃の条件で行うこととする。 
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27の収量が多い方のジアステレオマー（27aと呼称）について結晶化が成功したため、X
線結晶構造解析を行った。下図のように、(7S*, 8S*, 8’S*)の相対立体配置を有していること
が明らかとなった。 
後述の天然物合成の際のタンデム型反応成績体 14については結晶化が成功していないが、
この情報より 14a、14bの立体化学を類推した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Fig. 18 X線結晶構造解析 
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第３節 アグリコンの合成 
 
１．タンデム型反応の検討 
 文献に従い、既知化合物 1271)と 1372)を合成した（Scheme 6）。これらの保護基を用いた理
由は、TBS 基で保護した 33および 14が文献既知化合物 71)であり、タンデム型反応の進行
を確認しやすいためである。 
 
  
 
Scheme 6. タンデム型反応原料合成 
 
 モデル基質にて最適化した条件を参考にタンデム型反応を行ったところ、14 を収率 58%
で得た。スケールアップに伴い原料の比率を更に改良し、グラムスケールの反応でも 67%
と中程度の収率で目的物を得ることができた。ここのジアステレオマーは通常のシリカゲ
ルカラムクロマトグラフィーにより単離可能だが、混合物でも先の工程で単一の立体異性
体となるため、次のジチアンの脱保護、環化反応の２工程は混合物のまま行った。 
 
 
 
Scheme 7. タンデム型反応 
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 なお、タンデム型反応で副生する 33 については、モデル基質の際と同様の条件で 14 へ
と変換可能であった（Scheme 8）。 
 
Scheme 8. アルドール反応 
 
２．ジチアンの除去 73) 
 
 
 Table 4. ジチアン除去の検討 
 
 
 Entry 1 では他の文献に記載されている手法を試したところ、35 とともに 34 を得た。試
薬、反応温度について検討を行ったところ、まだ検討の余地を残すものの 34 と 35 で選択
性を出すことができた。誘導体化を見据えて、２つのフェノール性水酸基に異なる保護基を
導入していたが、全合成のためには脱保護が進行しても問題ないと考え、entry 3 の条件を
採用することとした。なお、スケールアップに伴い反応濃度を上げる（0.01 M→0.03 M）検
討を行ったが、基質が分解するという結果となった。 
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３．グリコシル化前駆体 17の合成 
 
 酸性条件下環化反応を行い、リグナン骨格を有する 15 及び TBS 基の脱保護も進行した
36を単一の立体異性体として得た。 
 
 
Scheme 9. 環化反応 
 
 15のラクトンの開環は、8位の異性化を避けるため、初めに酸性条件での検討を行った。
しかし反応は進行せず、トリエチルアミンを用いた時に開環が進行しアルコール 37を得た。 
水酸基を TBS 基にて保護し 16とした。 
 
Scheme 10. ラクトンの開環 
 
 
エステル 16について、還元の検討を行った。Entry 1 では 17とともに、一級アルコール
の保護基が除去された 38も得られた 74)。Entry 2 にて反応時間を短くしたが、収率は entry 
1 と比べて低下した。Entry 3 では低温で反応を行った。副生成物は抑えられたものの、収率
はほとんど改善しなかった。Entry 4 では溶媒を変更し検討を行ったが、多点化する結果と
なった。Entry 5 にて DIBALを用いて還元を行ったところ、フェノール性水酸基の保護基が
脱保護された 39が得られた。Entry 6 にて溶媒を toluene に変更を行ったところ、高収率で
17を得ることができた。 
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Table 5. エステルの還元 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．(±)-isolariciresinolの合成 
 
 
Scheme 11.  (±)-isolariciresinol (18)の合成 
 
 17より TBS 基を除去し、天然物(±)-isolariciresinol (18)へと誘導した。1H、13C NMRは
よい一致を示した (Table 6)75)。これにより、リグナン骨格上の三連続不斉中心の立体化学
がすべてトランスの関係にあることを確認できた。 
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Table 6. スペクトルデータの比較：(±)-isolariciresinol 18 
 
 
IR (ATR) νmax; 3357, 2928, 1513, 1360, 1271, 1028, 883 cm-1;  
ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for C20H24NaO6 383.1471, found 383.1507. 
 
  
position 1H NMR (600 MHz) 13C NMR (150 MHz) 1H NMR (400 MHz) 13C NMR (100 MHz)
1 138.6 138.6
2 6.68 (d, 1.8 Hz) 113.7 6.66 (d, 1.8 Hz) 113.8
3 149.0 149.0
4 146.0 145.9
5 6.74 (d, 8.4 Hz) 116.0 6.73 (d, 8.0 Hz) 115.9
6 6.62 (dd, 8.4, 1.8 Hz) 123.2 6.60 (dd, 8.0, 1.8 Hz) 123.2
7 3.81 (d, 10.8 Hz) 48.0 3.79 (d, 10.7 Hz) 48.1
8 1.74 (m) 48.0 1.75 (tt, 10.0, 3.9 Hz) 48.0
9 3.64 (overlapped) 62.2 3.38 (dd, 11.0, 3.8 Hz) 62.2
3.71 (dd, 10.8, 4.8 Hz) 3.65 (dd, 11.0, 4.5 Hz)
1' 129.0 129.0
2' 6.66 (s) 112.3 6.64 (s) 112.4
3' 147.2 147.2
4' 145.3 145.3
5' 6.18 (s) 117.3 6.17 (s) 117.3
6' 134.2 134.2
7' 2.78 (d, 8.4 Hz) 33.6 2.77 (d, 7.7 Hz) 33.6
8' 2.03-1.97 (m) 40.0 1.99 (m) 40.0
9' 3.66 (overlapped) 65.9 3.66 (m) 65.9
3.40 (dd, 10.8, 4.2 Hz)
3-OMe 3.78 (s) 56.3 3.76 (s) 56.3
3'-OMe 3.81 (s) 56.4 3.79 (s) 56.4
syn. 18 (CD3OD) (+)-isolariciresinol (CD3OD)
75)
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第４節 糖の合成 
 
 Schizandriside (1)はβグリコシド結合を有している。β選択的グリコシル化を行うために
は隣接基にアシル系保護基を用いるのが定法となる（Scheme 12）。このことを念頭に置いて
保護基を選択した。 
 
 
Scheme 12. β選択的グリコシル化の反応機構 
 
 
１．Ac保護体の合成 76) 
 Xyloseの保護基として、Ac基を用いることとした（Scheme 13）。 
 
  
Scheme 13. Ac保護体の合成 
 
 
２．Bz保護体の合成 77) 
 後述のグリコシル化の検討において、Ac基由来の副生成物が得られたため、保護基を Bz
基に変更し、検討を行うことにした (Scheme 14)。 
36 
 
 
Scheme 14. Bz保護体の合成 
 
３．その他の保護基の検討 
 後述のグリコシル化後の工程において、Bz 基の脱保護が難航したため、他の保護基を検
討することとした (Scheme 15)78)。 
 
 
Scheme 15.  Xylose保護基の検討 
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第５節 グリコシル化の検討 
 
１．Ac保護体を用いた検討 
 
 
 
  
 
 
 グリコシル化の検討結果を Table 7に示す。Entry 1 では試薬として BF3・OEt2を用いたと
ころ、目的の化合物は得られなかった。Entry 2では TMSOTfを用いたが、multispotという
結果となった。Entry 4, 5 では引き続き脱離基としてイミデートを用いて検討を行った。Entry 
3 にてモレキュラーシーブスを用いたところ反応系が改善されたため、以降の検討でも用い
ることにした。Entry 4 で AgOTfを用いて反応を行ったところ、目的物をわずかに得ること
ができた。 
Entry 5-7では脱離基を Fとして反応を行った。BF3・OEt2のみでは反応は進行しなかった
が、Et3N を併用することで目的物をわずかに得た。Entry 7では低温で反応を行ったところ
原料が残ってしまったが、副生成物も減少したため、反応時間などについて検討することで
収率を改善できる可能性がある。 
副生成物については、entry 7 を除き、TBS 基が１つ除去されたような MS スペクトルが
観測された。また、Ac 基がアグリコンに転移した化合物が得られたため、保護基を Bzに変
更し検討を行うことにした。 
Br を脱離基として用いた検討は scheme 16 に示す基質で行った。このとき目的の化合物
は得られなかった。 
Table 7. Ac 保護体を用いた検討 
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Scheme 16.  Brを脱離基とした検討 
 
２．Bz保護体での検討 
 
 
 
Table 8. Bz保護体での検討 
 
 Entry 1、2では脱離基としてイミデートを用いた。どちらも原料は消失したが、TBS基が
除去されたためであり、望みの化合物は得られなかった。Entry 3 では F を用いたところ、
グリコシル化が進行したスポットを確認できた。しかし TBS 基は１つ外れているようであ
った。Entry 4 の条件 79)ではグリコシル化が進行したスポットを確認できたが、TBS 基が１
つ外れているようであった。 
 Entry 5以降では脱離基として Brを用いた。Entry 5 にて Ag2CO3を用いたところ、反応は
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進行しなかった。Entry 6 の条件では系中が複雑化する結果となった。Entry 7にて AgOTfを
TMU と併用したところ、望みの化合物を低収率で得ることができた。そこでこの条件を基
準に収率改善のための検討を行った。反応時間、温度について検討を行った結果、entry 9の
条件にて高収率で 20、21を得ることができた。 
 以上より、entry 9 の条件を最適条件とした。なお、HPLC で 20と 21の分離を試みたが、
良い条件が見つからなかったため、脱保護を行った後に分離することとした。Bz 基を用い
た検討においても TBS 基が除去された化合物が副生成物として得られるが、Ac 基の時に起
きていたような Bz基の転移は認められなかった。 
 
３．その他の保護体での検討 
 後述の脱保護において、Bz 基の脱保護が難航したため、他の保護基を検討することとし
た。候補として Piv基、Lev基、ClAc 基保護体を準備し、これらを用いたグリコシル化の検
討を Bz 基の脱保護の検討と並行して行った。先に Bz 基の脱保護の糸口が見えたため、グ
リコシル化の検討は留め置くこととした。 
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第６節 脱保護の検討 
 
１．TBS 基の除去 
 
 
 
   Table 9. TBS基の除去の検討 
 
 
 Entry 1 では TBS基が 1つ残った化合物が得られた。Entry 2, 3 では HFを用いて検討を行
った。ピリジン錯体を用いた entry 2 では目的の化合物は得られなかったが、トリエチルア
ミン錯体を用いた entry 3 で低収率ながら 63、64を得ることができた。Entry 4 の条件では
望みの分子量を示すスポットが確認できたが、多点化しており収率を上げることは困難だ
と予想した。Entry 5 の条件では糖部が外れる結果となった。Entry 6では TFA を用いた検討
を行ったが、アグリコン 18が主に得られた。以上の結果より、entry 3の条件を最適条件と
した。 
 しかし、続く Bz基の除去が進行しなかったため、20、21を用いて Bz基の脱保護の検討
を行った。 
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２．Bz基の除去 
 
Table 10. Bz基の除去の検討（塩基性、還元条件） 
 
 
 Table 10, entry 1～6 では塩基性条件下、脱保護を試みた。また、entry 7～14 では還元条件
での脱保護を検討した。いずれの場合も目的の 65、66は得られず、塩基性条件下では糖の
2''位における水酸基の Bz 保護が残った化合物 67 が、還元条件下ではグリコシド結合が壊
れた 17が主生成物として得られた。 
Fig. 19 塩基性・還元条件下での主生成物 
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 その他、金属を用いた条件を検討したところ、zinc acetateを用いた条件でのみ再現性良く
トリオール 65 と 66 の混合物が低収率ながら得られた。そのため収率改善と反応時間の短
縮を目指し、検討を行った（Table 11）。 
 
 
Table 11. 反応溶媒及び日数の検討 
 
 Entry 1-3では、反応溶媒について検討を行った。エタノール、ノルマルプロパノールを用
いて反応を行った場合、基質溶解性、反応性共に低く、65及び 66はほとんど得られなかっ
た。Entry 4 で混合溶媒系としたところ、収率改善にはいたらなかったが、目的物を得るこ
とができた。Entry 5 では反応時間を延長したが、entry 4と同程度の収率にとどまった。 
 以上より、entry 1 の条件を基準に次の検討を行った。Zinc acetate の当量について、及び
添加物を用いた検討を行うこととした（Table 12）。 
 Entry 2では 17の副生が減ることを期待し、試薬量を 1.5当量として反応を行ったが、全
体的に反応率が低下した。Entry 3 では逆に試薬を過剰量用いたところ、65と 66に混入して
いる副生成物の量が抑えられた。そのため、entry 4、5では zinc acetateを 12 当量用いて添
加物の検討を行った。添加物なしでは 4日以上の反応時間が必要だったが、DTBMP を用い
たところ、2日で 22%程度の目的物を得ることができた。しかし副生成物も混入していたた
め、entry 3を最適条件と考えた。 
 その他の添加物として Fig. 20 に示す塩基を検討したが、DTBMP より良い結果を示すも
のはなかった。 
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Table 12. 試薬当量及び添加物の検討 
 
 
Fig. 20 検討した添加物 
 
３．Schizandriside (1) と saracoside (22) の全合成 
 
Scheme 17.  Schizandriside (1) と saracoside (22) の全合成 
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 65、66からの TBS基の除去は問題なく進行し、schizandriside (1)13) と saracoside (22)80) 
の全合成を達成した。TBS 基の脱保護を先に行った場合に Bz基の脱保護が難航したこと
から、グリコシル化後の脱保護は Bz基を先に行う方が有利だと考えている。 
 グリコシル化後、理論上４つのジアステレオマーが生成するが、主にMS スペクトルを
参考に化合物の生成の確認をしてきたためジアステレオマー比は不明なままである。
HPLC を用いて 20、21や 65、66の段階で分取を試みたが、分取可能な条件はまだ見つか
っていない。すべての保護基が外れた状態では以下の条件にて単離できたため、この段階
でジアステレオマー比及び収率を算出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 21  HPLC チャート 
 
分取した２つのピークのMS スペクトルを確認したところ、どちらも m/z 515 [M+Na]+が
観測された。1と 22に挟まれたピークも同じ m/z 515を示したことから、ジアステレオマ
ーである可能性が高い。今後、大量合成の際に詳細な解析を行いたいと考えている。 
 1、22のデータを Table 13、14に示す。どちらの化合物もスペクトルについて良い一致
を示した。22については情報量が少なかったため、二次元 NMR を用いて詳細な解析を行
った (Fig. 22)。 
 
 
 
 
  
Column: CAPCELLPAK C18 MGII (φ10×250 mm) Flow: 2 mL/min 
Chart speed: 30 cm/h Detection: RI 1, UV 0.04 Solvent: 40% MeOH 
Injection: 50 µL (10 mg/mL)  
UV 
RI 
1 22 
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Table 13.  スペクトルデータの比較：schizandriside (1) 
 
[]D22 +31.6 (c 0.5, MeOH), []D lit.24 +18 (c 1.0, MeOH)13); 
IR (ATR) νmax; 3277, 2895, 2849, 1508, 1456, 1361, 1273, 1162, 1126, 1080, 1031 cm-1; 
ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for C25H32O10Na 515.1893, found 515.1938. 
  
1H NMR (600 MHz) 13C NMR (150 MHz) 1H NMR (500 MHz) 13C NMR (125 MHｚ)
1 - 138.6 - 138.6
2 6.78 (1H, d, 1.2) 114.2 6.77 (1H, d, 1.8) 114.2
3 - 148.9 - 148.9
4 - 145.8 - 145.8
5 6.74 (1H, d, 7.8) 116.1 6.73 (1H, d, 8.2) 116.1
6 6.63 (1H, dd, 7.8, 1.2) 123.1 6.62 (1H, dd, 8.2, 1.8) 123.1
7 4.07 (1H, d, 10.8) 47.9 4.05 (1H, brd, 10.3) 47.9
8 1.88-1.81 (1H, m) 45.9 1.84 (1H, tt, 10.3, 2.8) 45.9
9
3.21 (1H, dd, 9.6, 2.4),
3.98 (1H, dd, 9.6, 1.8)
69.3
3.21 (1H, dd, 10.1, 3.1),
3.97 (1H, dd, 10.1, 2.4)
69.3
1' - 129.1 - 129.1
2' 6.65 (1H, s) 112.3 6.62 (1H, s) 112.3
3' - 147.1 - 147.1
4' - 145.1 - 145.1
5' 6.17 (1H, s) 117.4 6.16 (1H, s) 117.4
6' - 134.3 - 134.3
7' 2.88-2.77 (2H, m) 33.9 2.86-2.77 (2H, m) 33.9
8' 2.11-2.03 (1H, m) 39.5 2.10-2.03 (1H, m) 39.6
9'
3.76 (1H, dd, 10.8, 3.6),
3.71 (1H, dd, 10.8, 6.0)
65.1
3.76 (1H, dd, 11.0, 3.7),
3.70 (1H, dd, 11.0, 6.1)
65.1
3-OMe 3.80 (3H, s) 56.4 3.788 (3H, s) 56.4
3'-OMe 3.81 (3H, s) 56.3 3.794 (3H, s) 56.3
1'' 4.05 (1H, d, 7.2) 105.8 4.04 (1H, d, 7.6) 105.8
2'' 3.19 (1H, dd, 9.0, 7.2) 75.0 3.18 (1H, dd, 9.2, 7.6) 75.0
3'' 3.29 (1H, t, 9.0) 77.9 3.28 (1H, t, 8.9) 77.9
4'' 3.49-3.43 (1H, m) 71.3 3.47-3.42 (1H, m) 71.3
5''
3.11 (1H, t, 10.8),
3.81 (1H, dd, 10.8, 8.4)
66.9
3.11 (1H, dd, 11.3, 10.4),
3.80 (1H, dd, 11.3, 5.8)
66.9
position
syn. 1 (CD3OD) schizandriside (CD3OD)
13)
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Table 14.  スペクトルデータの比較：saracoside (22) 
 
 
 
[]D22 −79.7 (c 0.6, MeOH),  
[]D lit.24 −55.1 (c 0.9, MeOH)80); 
IR (ATR) νmax; 3362, 2908, 2843, 1605, 1514, 
1457, 1426, 1373, 1275, 1203, 1161, 1041 cm-1; 
ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for C25H32O10Na 
515.1893, found 515.1910. 
 
 
 
(-)-saracoside (CD3OD)
80)
1H NMR (600 MHz) 13C NMR (150 MHz) 1H NMR (100 MHz)
1 - 138.7 -
2 6.72 (1H, d, 1.2) 114.1 6.85-6.40 (1H, m)
3 - 148.9 -
4 - 145.9 -
5 6.73 (1H, d, 8.4) 116.0 6.85-6.40 (1H, m)
6 6.58 (1H, dd, 8.4, 1.2) 123.2 6.85-6.40 (1H, m)
7 3.83-3.75 (1H, overlapped) 48.5 3.95 -2.55 (1H, m)
8 1.94-1.87 (1H, m) 45.5 2.0-1.8 (1H, m)
9
3.60 (1H, dd, 8.4, 1.8)
3.74-3.69 (1H, overlapped)
70.2 3.95 -2.55 (2H, m)
1' - 129.2 -
2' 6.65 (1H, s) 112.3 6.85-6.40 (1H, m)
3' - 147.2 -
4' - 145.2 -
5' 6.17 (1H, s) 117.4 6.18 (1H, s)
6' - 133.7 -
7'
2.75 (1H, dd, 15.6, 4.2)
2.88 (1H, dd, 15.6, 11.4)
33.7 3.95 -2.55 (2H, m)
8' 2.03-1.96 (1H, m) 40.6 2.0-1.8 (1H, m)
9'
3.74-3.69 (1H, overlapped),
3.83-3.75 (1H, overlapped)
65.4 3.95 -2.55 (2H, m)
3-OMe 3.79 (3H, s) 56.3 3.78 (3H, s)
3'-OMe 3.81 (3H, s) 56.3 3.79 (3H, s)
1'' 4.00 (1H, d, 7.8) 104.7 4.00 (1H, d, 6.3)
2'' 3.15 (1H, dd, 9.0, 7.8) 74.9 3.95 -2.55 (1H, m)
3'' 3.24 (1H, t, 9.0) 78.0 3.95 -2.55 (1H, m)
4'' 3.42-3.48 (1H, m) 71.2 3.95 -2.55 (1H, m)
5''
3.00 (1H, t, 10.8),
3.83-3.75 (1H, overlapped)
67.0 3.95 -2.55 (2H, m)
position
syn. 22 (CD3OD)
Fig. 22 二次元 NMR を用いた 
saracoside (2)の解析 
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第７節 誘導体の合成 
 
 当研究室における過去の研究結果より、gallic acid に Hes1 二量体形成阻害活性があるこ
とが示唆されていた 81)。糖のかわりに gallic acidなどの水素結合が可能な骨格やヘテロ環を
導入し、構造活性相関について考察することを目的として誘導体合成に着手した。 
 グリコシド結合と比較するためにはエーテル結合で導入することが理想だが、まずは容
易に合成可能なエステル結合で導入することとした。 
 
 
 
Scheme 18. Gallic acid (145) の保護 82) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 15. 誘導体の合成（縮合） 
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 Gallic acid 及び研究室保有のヘテロ環を有する試薬を用いて反応を行った。Gallic acid に
ついては縮合剤として DCC を使った検討も行ったが、目的物とスポットが近く精製しにく
かったため、EDCを用いることとした。それぞれ良好な収率で目的物を得ることができた。
フラン環については室温ではほとんど反応が進行せず原料が残っていたため、40 ℃にて反
応を行った。 
脱保護については、TBAFでは完全に反応を進行させることができなかったが、Et3N・HCl
を用いたところ目的の化合物を得ることができた。これらはラセミ体であるが、このまま活
性評価を行った。 
 
 
 
  
 
  
Table 16. 誘導体の合成（脱保護） 
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第８節 小括 
 
 Schizandriside (1)、saracoside (22)、(±)-isolariciresinol (18)の全合成を達成した。また、グリ
コシル化前駆体 17より 3種類の誘導体 24a-cを合成した。 
 
Scheme 19. Schizandriside (1) 及び saracoside (22)の全合成 
 
 
Scheme 20. 誘導体の合成 
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第３章 リグナン類の活性評価 
 
 第２章で合成した、以下の６種の化合物について活性評価を行った。また、KKC0050 と
の比較についても触れている。 
 
 
Fig. 23 活性評価を行った化合物 
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第１節 抗酸化活性試験 
 
 序論でも述べたように、schizandriside (1) は当研究室において抗酸化活性を指標に単離さ
れた化合物である 13)。合成した化合物についてDPPHを用いた抗酸化活性試験を行った 83)。
結果を Fig. 24に示す。 
 
 
 
 
Fig. 24 抗酸化活性試験結果 
 
 天然品と合成品の 1はどちらも活性を示し、合成品の方がより活性が強かった。これは純
度が高かったためと考えている。1の立体異性体である 22も、1と同等の活性を示した。ア
グリコン 18も活性を示したが、1や 22よりも弱い結果となった。誘導体の中ではピリジン
を導入した 24bのみ活性を示さない結果となった。 
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第２節 Hes1プレートアッセイ 
 
 Hes1 蛍光プレートアッセイを用いて活性評価を行った結果を Fig. 25に示す。 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 25 Hes1 プレートアッセイ結果 
 
 天然品と合成品の 1 は同時に活性評価を行ったにもかかわらず、合成品は活性を示さな
かった。また、立体異性体 22やアグリコン 18についても活性は認められなかった。３種の
誘導体についても活性は認められなかった。 
 1 について抗酸化活性は認められたため、Hes1 二量体形成阻害作用の活性本体は化合物
ライブラリー中の微量成分であることが疑われた。そのため化合物ライブラリーの
KKC0054、合成品の 1、同じ植物から単離され二量体形成阻害作用を示した KKC0050 につ
いて HPLC、TLC、NMRを用いた比較を行った。 
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Fig. 26 天然物と合成品の比較 A) HPLC (280 nm)での比較. B) HPLC (ELSD)での比較.  
C) 1について天然物（左）と合成品（右）の同一濃度での着色の違い D) TLC での比較 
 
Syn. 1 
DMSO 
KKC0050 
KKC0054 (1) 
ELSD 
①Silicagel plate 、CHCl3/MeOH = 3/1 
リンモリブデン酸 
②同アニスアルデヒド、 
③ODS plate、50% MeOH、リンモリブ
デン酸 
④同アニスアルデヒド 
スポットは左から合成品 22、1、化合物
ライブラリーの KKC0054、KKC0050 
Syn  KKC00 
22 1  54 50 
① ② ③ ④ 
A) B) 
C) 
D) 
Column: COSMOSIL 5C18-MS-II Packed Column (φ4.6×150 nm) 
Solvent: MeOH + 0.1% TFA/Water = 10/90 – 100/0   Linear gradient: 20 min 
Flow rate: 1.0 mL/min   Detection: Photodiode Array (190-400 nm)   Injection: 10 L 
 
 
 
 
Syn. 1 
DMSO 
KKC0050 
KKC0054 (1) 
￥４ 
280 nm 
 
54 
 
 
 
 
Fig. 27 1H NMRの比較 上段：合成品 (1)、中段：KKC0054、下段 KKC0050 
 
 HPLC、TLC による分析を行ったところ、顕著な微量成分は認められなかった。しかし天
然物と合成品の同一濃度での着色度合いが異なることから、天然物には不純物が混ざって
いることが考えられる。1H NMRの比較においても天然物サンプル中に微量成分はいると言
えるが、不純物のピークが KKC0050 と共通しているようには見えない。そのため活性本体
については不明なままである。 
 
(Syn.) 
 
(Nat.) 
 
55 
 
第３節 Hes1ビーズアッセイ 
 
 KKC0054がHes1と相互作用可能かどうか、Hes1ビーズアッセイを用いて確認を行った。 
 ビーズアッセイの概要を Fig. 28 に示す。この Hes1 はプレートアッセイと異なり、GST融
合タンパクとして発現させ、GST の基質であるグルタチオン担持ビーズと結合させること
により Hes1が結合したビーズ（Hes1ビーズ）を調製する。このビーズを化合物溶液と混合
した後、洗浄し、結合しなかった化合物を除去する。次に、Hes1 ビーズと結合した化合物
を溶出し、HPLC で分析する。混合したエキスに Hes1 ビーズに結合する化合物が含まれて
いた場合、そのピークが検出される。また、Hes1が結合していないビーズである GSTビー
ズでもコントロールとして同様の操作を行うことで、タンパク質非特異的に結合する化合
物のピークを判断できる。 
 
 
Fig. 28 Hes1 ビーズアッセイ概要 
 
 ビーズアッセイの結果を Fig. 29 に示
す。ビーズに担持させる Hes1タンパク質
として、プレートアッセイと同じ 3-281aa
と bHLH 部分のみの 1-95aa の部分タンパ
ク質（Part Aと表記）の２種類を用いた。
全体図からはわからないが、ピークを拡
大したところ「部分タンパクと天然物の系」以外で Hes1との相互作用が示唆された。 
GSH : glutathione (reduced form) 
GST : glutathione S-transferase
Hes1beads
beads
Hes1ビーズ
U
V
吸
収
GSH GST
Hes1beads
洗浄・溶出
化合物添加
HPLC分析
GSH GST
化合物添加
beads
洗浄・溶出
GSTビーズ
Hes1ビーズ
GSTビーズ
U
V
 a
b
s
.
time
Column: CAPCELL PAK C18 MGII (φ4.6×250 nm) 
Solvent: MeOH + 0.1% TFA/Water = 10/90 – 100/0 
Linear gradient: 20 min 
Flow rate: 1.0 mL/min 
Detection: Photodiode Array (190-400 nm) 
Injection: 10 L (compound), 50 L (beads sample) 
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第４節 ドッキングシミュレーション 
 
 アグリコン 18や誘導体 24a-c が活性を示さなかったこと、配糖体である天然物のみが活
性を示したことから、糖が Hes1二量体形成阻害に重要な役割を担っている可能性が示唆さ
れた。この結果を受け、ドッキングシミュレーションを行うこととした。Hes1 プレートア
ッセイ、ビーズアッセイの結果より二量体形成に関わる HLH 領域と相互作用している可能
性が高いことから、HLH領域とのシミュレーションを行った。 
 Hes1 の一次構造を Fig. 30 に示す。Hes1 の特徴的な領域として N 末端側から、N-box と
呼ばれる DNA配列を認識し DNAに結合する basic領域、ホモ二量体形成に関わる HLH 領
域、ヘテロ二量体を形成し転写活性化を阻害する orange 領域、抑制型コリプレッサーであ
る TLE/Grgと結合するWRPWモチーフの４つが挙げられる 4, 84)。 
 また、Hes1の二量体形成様式として Bound、Free、Relaxの３つの状態が考えられている。
DNA と結合している Bound 状態では、basic領域を含めタンパクは完全に折りたたまれてい
る。DNA との結合していない Free 状態では、basic 領域は不規則になっているが、HLH、
Orange 領域は折りたたまれており、二量体の状態を維持している。Relax 状態では basic 領
域に加え、HLH 領域でも一部不規則となっており、単量体に乖離することが可能である。 
Arg46
Ile
50Glu76
Ala
78
Leu81
Glu76、Arg46
水素結合
Leu81、Ala78、Ile50
疎水性結合
Fig. 31 Hes1 二量体の構造 
Protein Data Bank (PDB) code: 2MH385) 
Fig. 30  Hes1の二量体形成機構 
 
 
Bound Free Relax
N末端 C末端
basic HLH Orange WRPW
bHLH
●Hes1の一次構造 （281 aa）4)
●Hes1の二量体形成様式84)
N box
TLE/Grg
活性型転写因子
のcode領域
Hes1 Hes1
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 以上のように HLH 領域は Hes1の二量体形成に重要な役割を担っている。 
 Hes1 二量体の HLH 領域について、三次元構造を Fig. 31示す。緑と紫で別々の Hes1単量
体を示している。二量体形成に重要な結合として、グルタミン酸とアルギニンからなる水素
結合、ロイシン、アラニン、イソロイシンからなる疎水性結合の二つが挙げられる。 
 Hes1 と schizandriside についてドッキングシミュレーションを行った結果を示す（Fig. 
32A）。Hes1 の二量体形成に重要な 76 番目のグルタミン酸と 4'位の水酸基が相互作用する
ことが示唆された。5'位に MeO 基が存在する化合物の場合は、この相互作用が生じないこ
とが確認されている。この相互作用の差が活性の有無に繋がると考えられる。 
 また、糖部の酸素原子と 74番目のリシンが強く相互作用することが示唆された。これは
糖が Hes1二量体形成阻害に重要な役割を担う可能性を支持している。 
 また、schizandriside 1 と 7,8,8'位の立体化学が異なる KKC0050 (2)についてドッキングシ
ミュレーションを行った（Fig. 32B）。こちらの場合でも先程と同様に、76 番目のグルタミ
ン酸と 4'位の水酸基の相互作用、74番目のリシンと糖の酸素原子の相互作用が可能だった。
このことから、7,8,8’位の立体化学は活性に影響しないことが明らかとなった。 
 
 
 
Fig. 32 A) Hes1 と schizandriside (1) の結合 B) Hes1と KKC0050 (2) の結合 
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第５節 小括 
 合成した schizandriside (1) は天然品と同様に抗酸化活性を示したが、Hes1 二量体形成阻
害作用を示さなかった。天然品に schizandriside (1) 以外の微量成分の存在は確認できるが、
Hes1二量体形成阻害作用の活性本体かどうかは不明である。 
 Hes1ビーズアッセイやドッキングシミュレーションより schizandriside (1) がHes1二量体
形成阻害作用を示すことが示唆されており、プレートアッセイにおける些少な条件の違い
が活性を示さない原因となっていると考えている。 
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総括 
 
 Hes1 二量体形成阻害剤のリード化合物として、schizandriside を見出した。Schizandriside
の全合成を達成し、同時に saracoside、isolariciresinol の二つの天然物を全合成した。また、
リグナン骨格を有する三種の誘導体を合成した。 
 合成した六種の化合物に対し抗酸化活性試験及びHes1二量体形成阻害活性の評価を行っ
た。抗酸化活性試験においては schizandriside の天然品・合成品共に活性を示し、最も強い
抗酸化活性を示したのは saracosideであった。また、Hes1二量体形成阻害作用についてはい
ずれの化合物も活性を示さなかった。Schizandriside の天然品と合成品の各種スペクトルデ
ータは良い一致を示していたが、天然品には活性があり合成品には活性がなかったことか
ら、天然品に強力な活性を持つ微量成分が混在している可能性が示唆された。 
 しかし schizandrisideは Hes1担持ビーズアッセイにおいて Hes1と相互作用することが示
唆された。またドッキングシミュレーションにおいても Hes1二量体形成を阻害する可能性
が示唆されている。 
 このことから些少な違いにより合成品が活性を示していないと考えている。 
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実験の部 
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実験の部 
【使用試薬（生化学実験関連）】 
 
pH メーター D-21 pH メーター HORIBA 
ピペットマン 
P-1000, P-200, P-20, P-2 GILSON, BM 機器 
Nichipet EX II ニチリョー 
ピペッター 
Cellmate II MATRIX 
Pipet Aid® Drummond 
オートクレーブ 
HA-300M II 300MV HIRAYAMA 
HVA-110 HIRAYAMA 
メンブレフィルター 
DISMIC-25cs  
Cellulose Acetate 0.2 m 
ADVANTEC 
乾熱滅菌機 DA60 HIRAYAMA 
クリーンベンチ 
BIO CLEAN BENCH MCV-
B131S 
SANYO 
CLEAN BENCH MCV-
710ATS 
SANYO 
振とう培養器 
BR-43FL TAITEC 
NTS-4000B EYELA 
FMC-1000 EYELA 
恒温槽 
ALI-1000 EYELA 
孵卵器 HIRAYAMA 
CO2インキュベーター MCO-17AIC SANYO 
顕微鏡 
CK40 OLYMPUS 
CKX41 OLYMPUS 
CKX53 OLYMPUS 
LSM700 Zeiss 
UV-VIS spectrometer UV mini 1240 SHIMADZU 
Spectrophotometer NanoDrop 2000 Thermo Scientific 
遠心機 
CT15RE HITACHI 
SORVALL Biofuge fresco 
(13000 rpm) 
Kendra 
6000 KUBOTA 
M200-IVD SAKUMA 
プチまる 8 ワケンビーテック 
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超音波破砕機 
ULTRASONIC DISRUPTOR 
UD-201 
TOMY 
ロータリミキサー ROTARY MIXER NRC-20R 日伸理化 
透析膜カセット 
Slide-A-Lyzer® Dialysis 
Cassette 
Thermo Scientific 
シリンジ 
Slide-A-Lyzer® Syringe 5 mL 
and 18 Gauge Needle 
Accessories 
Thermo Scientific 
ボルテックスミキサー vortex GENIE-2 Scientific Industries 
SDS-PAGE 装置 
ミニプロティアン® Tetra セ
ル 
BIO-RAD 
MODEL BE-210 BIO CRAFT 
SDS-PAGE 電源 
パワーパック™ Basic BIO-RAD 
Power drive BP-T5 BIO CRAFT 
アルミブロックバス 
CHILL HEAT CHT-101HT IWAKI 
MG-2200 EYELA 
マイクロタイタープレート 
Nunc. Immobilizer ™  Amino 
96 well plate, white 
Nalge Nunc. Int. 
96 well clear plate Orange Scientific 
24 well cell culture plate TrueLine 
マイクロプレートリーダー 
Model 550 Microplate Reader BIO-RAD 
Thermo Scientific Multiskan 
FC 
Thermo Scientific 
蛍光プレートリーダー Fluoroscan Ascent Thermo Labsystem 
化学発光プレートリーダー Luminoscan Ascent Thermo Labsystem 
アガロース電気泳動装置 MupidR-2plus ADVANCE 
ポラロイドカメラ CRT CAMERA M-085D ACMEL 
画像解析システム Chemi Doc™ XRS BIO-RAD 
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【使用試薬（生化学実験関連）】 
（バッファー関連） 
 
 
NaCl Wako 
KCl Wako 
KH2PO4 Wako 
Na2PO4 NAKARAI CHEMICALS LTD 
MgCl2・6H2O Wako 
UltraPure® Tris Invitrogen 
(±)-Dithiothreitol Wako 
APMSF Wako 
EDTA・2Na (2H2O) DOJINDO 
Nonidet® P-40  
(polyoxyethylene (9) octylphenyl ether) 
Nacalai tesque 
Tween 20  
(polyoxyethylene sorbitane monolaurate) 
Wako 
DMSO (特級) 関東化学 
Glycerol Wako 
Ethanol amine TCI 
  
（大腸菌培養関連） 
 
 
ECOS™ Competent E. coli JM109 ニッポンジーン 
LB BROTH BASE Invitrogen 
Ampicillin sodium Wako 
Agar, Powder Wako 
  
（プラスミド） 
 
 
pGEX-6P-1-rHes1 当研究室保有 
pGEX-6P-1-TCF 当研究室保有 
pGEX-5X-1--catenin 当研究室保有 
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（タンパク質発現関連） 
 
IPTG  
(Isoproryl--D-(-)-thiogalactopyranoside) 
Wako 
Triton X-100  
(Polyoxyethylene (10) Octylphenyl Ether) 
Wako 
Glutathione Sepharose™ 4B GE Healthcare 
PreScission Protease GE Healthcare 
Turbo3C Protease Accelagen 
Glutathione (Reduced Form) Wako 
  
（SDS-PAGE 関連） 
 
 
Acrylamide Wako 
N,N’-methylene-bis-acrylamide Wako 
SDS (Sodium Dodecylsulfate) Wako 
APS (Ammonium Persulfate) MP Biomedical 
TEMED  
(N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine) 
Wako 
2-Mercaptoethanol Wako 
Sucrose Nacalai tesque 
Bromo Phenol Blue 関東化学 
Glycine 関東化学 
CuSO4・5H2O Wako 
Acetic acid 関東化学 
Coomassie Brilliant Blue Wako 
Precision Plus Protein™ Dual Color Standards BIO-RAD 
  
（タンパク質濃度測定関連） 
 
 
Micro BCA™ Protein Assay Kit Thermo Scientific 
  
（蛍光プレートアッセイ関連） 
 
 
Cy3 Mono functional Dye GE Healthcare 
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（TCF/-catenin プレートアッセイ関連） 
 
 
Anti-GST, rabbit-poly, HRP Bethyl Laboratorie 
SuperSignal® ELISA Femto Maximum 
Sensitivity Substrate 
Thermo Schientific 
  
（プラスミド抽出関連） 
 
 
QIAGEN Plasmid Maxi Kit QIAGEN 
Ribonuclease A Solution (10 mg/mL) Nacalai tesque 
Isopropanol (特級) Wako 
Ethanol (99.5) Wako 
  
（アガロース電気泳動関連） 
 
 
Agarose S ニッポンジーン 
Lambda DNA (DNA) ニッポンジーン 
StyI ニッポンジーン 
6×Loading buffer TaKaRa 
Ethidium Bromide Solution (10 mg/mL) Nacalai tesque 
  
（細胞培養関連） 
 
 
MEB5 ヒューマンサイエンス研究資源バンク 
DMEM (high glucose) Wako 
Human Epidermal Growth Factor (rh EGF) VERITAS 
NeuroCult Basal Medium (Mouse) VERITAS 
NSC Proliferation Supplements (Mouse) VERITAS 
NSC Differentiation Supplements (Mouse) VERITAS 
Trypan blue Nacalai tesque 
  
（分化アッセイ関連） 
 
 
Poly-L-Lysine Hydrobromide Wako 
Fibronectin, Bovine Plasma Protein Invitrogen 
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Natural Mouse Laminin Invitrogen 
NeuroCult Chemical Dissociation Kit 
(Neurospheres) 
VERITAS 
DMEM 液体培地（グルタミン不含） DS ファーマバイオメディカル 
4% Paraformaldehyde Phosphate Buffer 
Solution 
Wako 
Bovine Serum Albumin (BSA) Merck 
Mouse anti-III-Tubllin (Neuron Specific) 
antibody 
R&D 
Rabbit anti-GFAP Polyclonal Antibody VERITAS 
Goat anti-Mouse IgG Alexa Fluor 488 Invitrogen 
Goat anti-Rabbit IgG Alexa Fluor 555 Invitrogen 
RNaseA Invitrongen 
TO-PRO-3 Invitrogen 
ProLong® Gold Antifade Reagent with DAPI Invitrogen 
 
dw：Elix-UV Advantage 5 (Millipore) を用いて得た純水 
Q 水：Simplicity UV (Millipore) を用いて得た超純水 
滅菌 Q 水：超純水をオートクレーブ滅菌して得た 
 
 
【試薬・バッファー調整（生化学実験）】 
＜プレートアッセイ関連＞ 
 
・(-)-PBS      final conc. 
NaCl 8.0 g 0.14 M 
Na2PO4 1.11 g 7.8 mM 
KH2PO4 0.2 g 1.5 mM 
KCl 0.2 g 2.7 mM 
Q 水 up to 1000 mL  
オートクレーブで滅菌後、4 ℃で保存した。 
 
・1 M DTT     final conc. 
(±)-dithiothreitol 617 mg 
滅菌 Q 水 Up to 4 mL 
溶解後、-30 ℃で保存した。 
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・1 M APMSF      final conc. 
(p-amidinophenyl)methanesulfonylfluoride hydrochloride 253 mg 
滅菌 Q 水 Up to 1 mL 
溶解後、-30 ℃で保存した。 
 
・buffer A      final conc. 
1 M Tris-HCl (pH 8.0) 2 mL 20 mM 
0.5 M EDTA (pH 8.0) 100 L 0.5 mM 
5 M NaCl 8 mL 400 mM 
1 M MgCl 500 L 5 mM 
Glycerol 5 mL 5% (v/v) 
1 M DTT（用時） 10 L 0.1 mM 
1 M APMSF（用時） 10 L 0.1 mM 
Q 水 Up to 100 mL  
DTT, APMSF を除く試薬を Q 水に溶解後、オートクレーブで滅菌し 4 ℃で保存した。使用
時に 1 M DTT 及び 1 M APMSF を終濃度 0.1 mM となるように添加し、bufferA とした。 
 
・WE buffer      final conc. 
2 M Tris-HCl (pH 7.5) 10 mL 20 mM 
1 M MgCl2 2 mL 2 mM 
1 M DTT（用時） 1 mL 1 mM 
Q 水 up to 1000 mL  
DTT を除く試薬を Q 水に溶解後、オートクレーブで滅菌し 4 ℃で保存した。使用時に 1 M 
DTT を終濃度 1 mM となるように添加し、WE buffer とした。 
 
・cleavage buffer      final conc. 
2 M Tris-HCl (pH 7.5) 2.5 mL 50 mM 
5 M NaCl 3.0 mL 150 mM 
0.5 M EDTA (pH 8.0) 200 L 1 mM 
1 M DTT（用時） 0.1 mL 1 mM 
Q 水 up to 100 mL  
DTT を除く試薬を Q 水 80 mL に溶解後、HCl を用い pH 7.5 に調整し 100 mL にメスアップ
した。オートクレーブで滅菌し 4 ℃で保存した。使用時に 1 M DTT を終濃度 1 mM となる
ように添加し、cleavage buffer とした。 
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・glutathione solution (pH 8.8)    final conc. 
Glutathione (Reduced Form) 1.55 g 50 mM 
1M Tris-HCl (pH 8.8) 5.0 mL 50 mM 
滅菌 Q 水 Up to 100 mL  
滅菌 Q 水 80 mL に溶解後、NaOH を加えて pH 8.8 に調整し、100 mL にメスアップした。フ
ィルター滅菌後、滅菌済み 15mL チューブに 10mL ずつ分注し-30 ℃で保存した。 
 
・Cy3-DMSO 溶液 
Cy3 Mono functional Dye 1.0 mg 
DMSO 50 L 
 
・PBST       final conc. 
PBS 49.5 mL  
5% (w/v) Tween 20 0.50 mL 0.05% (w/v) 
混合後、4 ℃で保存した。 
 
・NET buffer      final conc. 
2 M Tris-HCl (pH 7.5) 1.0 mL 20 mM 
5 M NaCl 4.0 mL 200 mM 
0.5 M EDTA (pH 8.0) 0.20 mL 1 mM 
Q 水 up to 100 mL  
オートクレーブで滅菌後、4 ℃で保存した。 
 
・NET-N buffer      final conc. 
NET buffer 99 mL  
5% (w/v) Nonidet P-40 1.0 mL 0.05 % (w/v) 
フィルター滅菌後、4 ℃で保存した。 
 
・10 mM ethanolamine     final conc. 
1 M Na2CO3 buffer (pH 9.6) 1.0 mL  
Ethanolamine 6.0 mL 10 mM 
滅菌 Q 水 up to 10 mL  
用時調整し、使用した 
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＜SDS-PAGE 関連＞ 
・30% アクリルアミド 
Acrylamide 29.2 g 
N,N’-methylene-bis-acrylamide 0.8 g 
Q 水 up to 100 mL 
溶解後、遮光下にて 4 ℃保存した。 
 
・10% SDS 
SDS 4.0 g 
Q 水 40 mL 
溶解後、常温で保存した。 
 
・10% APS 
Ammonium persulfate 100 mg 
滅菌 Q 水 1 mL 
溶解後、150 L ずつ 1.5 mL チューブに分注し、-30 ℃で保存した。 
 
・5×SDS sample buffer (stock solution)   final conc. 
1 M Tris-HCl (pH 6.8) 7.85 mL 0.313 M 
SDS 2.5 g 10% (w/v) 
Sucrose 6.25 g 25% (w/v) 
Bromo Phenol Blue 6.25 mg 0.025% (w/v) 
Q 水 up to 25 mL  
溶解後、遮光下にて常温で保存した。使用時に 1/4 量の 2-mercaptoethanol を添加し、泳動サ
ンプルで 5 倍に希釈して使用した。 
 
・10×running buffer 
Tris 30.3 g 
SDS 10 g 
Glycine 144 g 
Q 水 Up to 1000 mL 
溶解後、常温で保存した。使用時に Q 水で 10 倍に希釈して使用した。 
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・staining solution 
Solution A  
  CuSO4・5H2O 1.0 g 
  AcOH 20 mL 
  Q 水 80 mL 
Solution B  
  Coomassie Brilliant Blue 0.3 g 
  MeOH 90 mL 
  Q 水 10 mL 
Solution A 及び B をそれぞれ溶解後、遮光下にて常温で保存した。使用時に Solution A 及び
B を等量ずつ混和し、使用した。 
 
・アクリルアミドゲル 
 分離ゲル 
（セパレーティングゲル） 
濃縮ゲル 
（スタッキングゲル） 
アクリルアミド濃度 10% 12% 5% 
Q 水 4.65 mL 3.6 mL 2.8 mL 
30%アクリルアミド 4.95 mL 6.0 mL 0.66 mL 
1 M Tris-HCl (pH 8.8) 5.1 mL 5.1 mL - 
1 M Tris-HCl (pH 6.8) - - 0.5 mL 
10% SDS 0.15 mL 0.15 mL 0.04 mL 
10% APS 0.1 mL 0.1 mL 0.04 mL 
TEMED 7 L 7 L 4 L 
 
 
＜神経幹細胞分化アッセイ関連＞ 
・増殖用培地      final conc. 
NeuroCult Basal Medium (Mouse) 18 mL  
NSC Proliferation Supplements (Mouse) 2 mL 10% (v/v) 
10g/mL EGF 40 L 20 ng/mL 
使用時にこれらを混合して用いた。 
 
・分化用培地      final conc. 
NeuroCult Basal Medium (Mouse) 12.6 mL  
NSC Differentiation Supplement (Mouse) 1.4 mL 10% (v/v) 
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使用時にこれらを混合して用いた。 
・poly-L-lysine solution     final conc. 
poly-L-lysine 5 mg 100 g/mL 
滅菌 Q 水 50 mL  
4 ℃で一晩回転混和し溶解させ、4 ℃で保存した。 
 
・fibronectin/laminin solution    final conc. 
fibronectin 1 mg 20 g/mL 
laminin (1.2 mg/mL) 0.417 mL 10 g/mL 
PBS 50 mL  
4 ℃で一晩回転混和し溶解させ、4 ℃で保存した。 
 
・1% 又は 10% BSA solution  (1%)    (10%)   final conc. 
BSA 0.4 g 1.6 g 1% (w/v) or 10% (w/v) 
PBS 40 mL 16 mL  
Voltex し溶解させ、4 ℃で保存した。 
 
・blocking buffer      final conc. 
BSA 0.5 g 10% (w/v) 
20% (w/v) TritonX-100 75 L 0.3% (w/v) 
PBS 5 mL  
 
・buffer A 
BSA 0.11 g 1% (w/v) 
20% (w/v) TritonX-100 5.5 L 0.1% (w/v) 
PBS 11 mL  
 
・RNase solution 
10 mg/mL RNase 100 L 200 g/mL 
Buffer A 4.9 mL  
 
・TO-PRO-3 solution 
1 mM TO-PRO-3 15 L 3 M 
Buffer A 5 mL  
 
  
 73 
 
【使用機器・試薬（有機化学実験関連）】 
 
核磁気共鳴装置（NMR：nuclear magnetic resonance） 
JEOL ecz400 spectrometer (400 MHz) 
JEOL ecz600 spectrometer (600 MHz) 
JEOL eca600 spectrometer (600 MHz) 
 
化学シフト値は値で表し、の単位は ppm である。スピン結合定数は J 値（Hz）で表し、
開裂様式は s (singlet), d (doublet), t (triplet), q (quartet), m (multiplet), br (broad)とそれぞれ略し
て表記した。 
 
重水素化試薬： 
 CDCl3（Wako, 関東化学） 
 CD3OD（ACROS ORGANICS） 
 
内部標準として、以下の残留溶媒周波数を用いた： 
 CDCl3 (H 7.26, c 77.0) 
 CD3OD (H 3.31, c 49.0) 
 
質量分析計（MS） 
 JEOL AccuTOF LC-plus JMS-T100LP mass spectrometer 
 SHIMADZU LCMS-2020 
 
赤外分光光度計（IR） 
 JASCO FT/IR-4700 
 
旋光計 
 JASCO P-2000 polarimeter 
 
HPLC 装置 装置は以下の組み合わせで用いた 
・分取用 HPLC① 
 ポンプ：JASCO PU-1580 Intelligent HPLC Pump 
 検出器：JASCO UV-970 Intelligent UV/VIS Detector 
  JASCO OR-2090 Chiral Detector 
 カラム：SHISEIDO CAPCELL PAK C18 MGII (10×250 mm) 
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・分取用 HPLC② 
 システムコントローラー：SHIMADZU SCL-10A VP 
 フォトダイオードアレイ紫外可視検出器：SHIMADZU SPD-M10A VP 
 送液ユニット：SHIMADZU LC-10AD vp 
 低圧グラジェントユニット：SHIMADZU FCV-10AL vp 
 オンラインデガッサ：SHIMADZU DGU-12A 
 LC ワークステーション：SHIMADZU CLASS-VP<ver.5.032> 
 カラム：SHISEIDO CAPCELL PAK C18 MGII (10×250 mm) 
 
LC-MS 装置（SHIMADZU） 
 オンラインデガッサ：DGU-20A 
 送液ユニット：LC20-AT 
 オートサンプラー：SIL-20A 
 カラムオーブン：CTO-20A 
 フォトダイオードアレイ紫外可視検出器：SPD-M20A 
 高圧流路切換バルブ：FCV-20AH 
 LCMS：LCMS-2020 
 
カラム担体 
 Silica gel 60 N (spherical, neutral)（関東化学） 
 
TLC は展開後、UV ランプにより 254 nm の波長でスポットを検出した。その後、発色試薬
を用いてスポットを呈色させた。 
 
薄層クロマトグラフィー（TLC）プレート 
 Kiselgel 60 F254 (Merck) 
 RP-18 F254 (Merck) 
 
TLC 発色試薬 
 リンモリブデン酸試薬：リンモリブデン酸 30 g / MeOH 300 mL 
 アニスアルデヒド硫酸試薬： 
  アニスアルデヒド 0.5 mL / 硫酸(97%) 0.5 mL / 酢酸 0.1 mL / エタノール 9 mL 
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第１章に関する実験 
 
Expression and purification of recombinant GST fused and cleaved proteins 
 
E. coli strain JM109 (Nippon Gene Co., Ltd., Tokyo, Japan) serves as hosts for pGEX-Hes13-281, 
pGEX-hTCF4E1-100 and pGEX-m-catenin128-683, which plasmids described previously10, 11b). JM109 
was cultured overnight to plateau phase and inoculated to fresh LB medium (Invitrogen) containing 
100 mg L-1 ampicillin. Cells were grown at 37 ℃ to 0.6 (OD600) and induced of protein synthesis by 
addition of 0.1 mM IPTG (isopropyl-1-thio--D-galactopyranoside) followed by incubation for an 
additional 4-8 h at 18 ℃. The cells were harvested by centrifugation and lysed by sonication. All 
procedures from this point were performed at 4 ℃. After incubating with 1% Triton X-100 for 30 min, 
the lysate was centrifuged at 7000 rpm for 7 min. Pre-washed glutathione sepharose 4B was added to 
the resulting supernant and mixed for 1 h. After centrifugation at 2000 rpm for 5 min, the beads 
obtained were washed with WE buffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 2 mM MgCl2 and 0.1 mM DTT). 
The GST was cleaved from recombinant protein by PreScission protease (GE Healthcare) for 4 h in 
cleavage buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA and 1 mM DTT), then dialyzed 
against PBS buffer. For GST fused proteins, the recombinant proteins were eluted with 50 mM 
glutathione buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.8) and then dialyzed against NET buffer using Slide-A-
Lyzer® Dialysis Cassette (Thermo Scientific). The protein concentration was determined by Micro 
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). The recombinant proteins were estimated to be greater 
than 90% pure by SDS-PAGE. 
 
Preparation of Cy3-labeled Hes1 protein 
 
Cy3 dye reagent was prepared as 1 vial of Cy3 monofunctional dye reagent (succinimidylester type; 
GE Healthcare) in DMSO (50 L) and stored at -20 ℃. Cy3-labeled Hes1 was prepared by mixing 
of protein in PBS with Cy3 dye reagent in DMSO (typically 0.5 L of DMSO solution to 1 mL of 10 
mg L-1 protein solution in PBS) for 30 min at 4 ℃ in the dark. After incubation, the mixture was 
dialyzed with PBS buffer at 4 ℃ for 3 h to remove excess unreacted dye reagent, then with NET 
buffer at 4 ℃ for overnight to replace buffer. The ration of dye/protein was calculated from the 
absorption for Cy3 ( 150000 M-1 cm-1 at 552 nm). 
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Fluorescence plate assay for inhibitors of Hes1 dimer formation 
 
Nunc ImmobilizerTM Amino 96 well plate, white (Nalge Nunc Int.) was used to immobilize Hes1. The 
wells were incubated with 100 L of Hes1 (10 mg L-1 in PBS) for 2 h at 4 ℃. After removing protein 
solution, the wells were incubated for 2 h at 4 ℃ with 100 L of 10 mM ethanolamine (in 100 mM 
Na2CO3 buffer, pH 9.6) to block remaining activated units on the well. Then, wells were washed twice 
with 200 L of PBST (PBS containing 0.05% Tween 20). Hes1 bound microplate wells were incubated 
with 50 L of Cy3-labeled-Hes1 in NET-N buffer (NET buffer containing 0.05% Nonidet® P-40, ca. 
7 mg L-1, dye/protein = 0.4) for 24 h at 4 ℃. After removal of protein solution, wells were washed 
twice with 200 L of PBST. Then, each compound solution (NET-N buffer, 50 L) was added and 
incubated for 1 h at RT in the dark. Wells were washed twice with 200 L of PBST, then dried under 
reduced pressure for 1 h in the dark. The fluorescence intensity was measured in a microplate reader 
(Fluoroskan Ascent, Thermo). The Cy3 dye was excited at 530 nm and emitted at 590 nm. Usually, 
the assays were carried out in three individual wells, and the mean value and SD were calculated. 
 
ELISA for inhibitors of TCF/-catenin complex formation 
 
Nunc ImmobilizerTM Amino 96 well plate, white (Nalge Nunc Int.) was used to immobilize hTCF4E1-
100. The wells were incubated with 100 L of hTCF4E1-100 (5 mg L-1 in PBS) for 2 h at 4 ℃. After 
removing protein solution, the wells were incubated for 2 h at 4 ℃  with 100 L of 10 mM 
ethanolamine to block remaining activated units on the well. Then, wells were washed twice with 200 
L of PBST. TCF bound microplate wells were incubated with 50 L of GST-m-catenin in NET-N 
buffer (20 mg L-1) for 30 min at 4 ℃. After removal of protein solution, wells were washed twice with 
200 L of PBST. Then, each compound solution (NET-N buffer, 50 L) was added and incubated for 
1 h at RT under room light. Wells were washed twice with 200 L of PBST, and then incubated with 
50 L of HRP conjugated anti-GST antibody (0.2 g L-1 in PBS, Bethyl Laboratories, Inc.) for 1 h at 
RT. After washing twice with 200 L of PBST, the wells were treated with 50 L of SuperSignal 
ELISA Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo), then luminescence activity was measured in 
a microplate luminometer (Luminoskan Ascent, Thermo). Usually, the assays were carried out in three 
individual wells, and the mean value and SD were calculated. 
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Neural stem cell differentiation assay 
 
Floating neurospheres of MEB5 cells were dissociated using the NeuroCult Chemical Dissociation 
Kit (STEMCELL) and seeded at a density of 2 x 104 cells/well on cover glass (MATSUNAMI GLASS) 
coated with poly-L-lysine and fibronectin/laminin. After incubation for 12 h, cells were washed with 
NeuroCult Basal Medium (Mouse) and treated with individual compounds in differentiation medium 
for 7 days. All cultures were maintained in a humidified incubator at 37 ℃ in 5% CO2/95% air. 
 
Immunofluorescence staining 
 
After incubation for 4 days, cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 20 min at RT and 
washed with 1% BSA (Merck) in PBS twice. Cells were permeabilized and blocked in 10% BSA in 
0.3% Triton X-100 (Wako) in PBS for 45 min at RT and incubated with primary antibodies (0.5 mg 
mL-1 anti-III-Tublin; Neuronal Class III, Mouse-Mono, 1:400, R&D SystemsTM; anti-GFAP, 1:400, 
VERITAS) for 12 h at 4 ℃. After washing three times with 1% BSA in PBS (500 L/well), cells were 
incubated with secondary antibodies (Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG (H+L), 1:400, Life 
Technologies; Alexa Fluor® 555 goat anti-rabbit IgG (H+L), 1:200, Life Technologies) for 1 h at RT 
in the dark. After washing three times with 1% BSA in PBS (500 L/well), cells were treated with 200 
g mL-1 RNase (Invitrogen) in PBS containing 1% BSA and 0.1% Triton X-100 for 1 h at 37 ℃ in 
the dark. After washing three times with PBS (500 L/well), cells were incubated in 30 M TO-PRO®-
3 (Invitrogen), 1% BSA, and 0.1% Triton X-100 in PBS for 10 min at RT in the dark for nuclei staining. 
After washing three times with PBS (500 L/well), cells were filled with 200 L of PBS. The cover 
glass on which the cells were attached was transferred onto slide glass and mounted with ProLong® 
Gold Antifade Reagent with DAPI (Invitrogen). Slide glasses were viewed and photographed with an 
LSM 700 (Carl Zeiss). Three pictures were taken per well, and the assays were carried out with three 
individual wells per condition. 
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第２章に関する実験 
 
 
(3S*,4R*)-3-((S*)-hydroxy(phenyl)methyl)-4-(2-phenyl-1,3-dithian-2-yl)dihydrofuran-2(3H)-
one (27a) and (3S*,4R*)-3-((R*)-hydroxy(phenyl)methyl)-4-(2-phenyl-1,3-dithian-2-
yl)dihydrofuran-2(3H)-one (27b). n-Butyl lithium (1.64 M in hexane, 250 L, 410 mol) was added 
dropwise to a solution of dithiane 26 (40.2 mg, 205 mol) in THF (2 mL) at −78 °C. After stirred for 
1 h, furanone 11 (17.0 mg, 202 mol) in THF (1.2 mL) was added to the solution via cannula and 
stirred for another 1 h. To the solution was added a solution of aldehyde 26 (208 L, 2.05 mmol) at 
−78 °C. The resulting solution was maintained for 30 min at −78 °C, and quenched with saturated 
aqueous NH4Cl. The mixture was extracted with EtOAc for three times. The organic layer was washed 
with brine and dried over Na2SO4. After filtration and concentration, the resulting residue was purified 
by silica gel column chromatography (hexane/EtOAc = 8/1 to 5/1) to afford 27 (38.9 mg, 101 mol, 
56%, dr = 1.8/1) as a white solid. 27a: 1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ7.74 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.30-
7.15 (m, 8H), 5.05 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.62 (dd, J = 9.0, 3.0 Hz, 1H), 4.11 (dd, J = 9.0, 8.4 Hz, 1H), 
3.27 (dd, J = 3.6, 3.0 Hz, 1H), 2.80 (ddd, J = 8.4, 3.6, 3.0 Hz, 1H), 2.57-2.52 (m, 4H), 1.87-1.84 (m, 
2H).; 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ178.2, 140.1, 138.8, 129.1 (2C), 128.9 (2C), 128.6 (2C), 127.7, 
127.6, 125.8 (2C), 74.1, 69.4, 62.3, 49.3, 48.3, 27.0, 26.8, 24.4.; IR (ATR) νmax; 2922, 1756, 1203, 
1024, 757, 701 cm-1; ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for C21H22O3S2Na 409.0908, found 409.0873. 27b: 
1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ7.92 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.44-7.21 (m, 8H), 4.88 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 
4.50 (dd, J = 9.6, 3.0 Hz, 1H), 3.63 (dd, J = 9.6, 7.8 Hz, 1H), 3.35 (dd, J = 4.8, 3.6 Hz, 1H), 2.90 (ddd, 
J = 7.8, 3.6, 2.4 Hz, 1H), 2.67-2.62 (m, 4H), 1.96-1.91 (m, 2H).; 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ175.9, 
139.6, 139.0, 129.4 (2C), 129.1 (2C), 128.5 (2C), 128.2, 127.9, 126.0 (2C), 73.5, 68.0, 60.4, 50.0, 49.7, 
27.0, 26.8, 24.4.; IR (ATR) νmax; 3473, 2906, 1764, 1179, 1030, 758, 703 cm-1; ESI-HRMS: 
[M+Na]+ :calcd for C21H22O3S2Na 409.0908, found 409.0915. 
 
4-[[(1,1-Dimethylethyl)dimethylsilyl]oxy]-3-methoxybenzaldehyde (32). 
TBSCl (4.52 g, 30.0 mmol) and imidazole (2.04 g, 30.0 mmol) were added to a 
solution of vanillin 31 (3.04 g, 20.0 mmol) in CH2Cl2 (60 mL). The reaction mixture 
was stirred for 3.5 h at room temperature and quenched with H2O. The mixture was 
extracted with EtOAc for four times. The organic layer was washed with brine and 
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dried over Na2SO4. After filtration and concentration, the resulting residue was purified by silica gel 
column chromatography (hexane/EtOAc = 15/1) to afford aldehyde 32 (4.20 g, 15.8 mmol, 79%) as a 
yellow oil. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.96 (d, J = 2.4 Hz, 1H),7.41-7.33 (overlapped, 2H), 6.96 
(d, J = 8.0, 2.4 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H), 0.99 (s, 9H), 0.18 (s, 6H).; 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 191.0, 
151.6, 151.3, 130.9, 126.2, 120.7, 110.0, 55.4, 25.5 (3C), 18.5, −4.6 (2C). ; IR (ATR) νmax; 1694, 1595, 
1509, 1290, 1254, 1160, 1122 cm-1; ESI-HRMS: [M+H]+ :calcd for C14H23O3Si 267.1417, found 
267.1440. 
 
2-[4-[[(1,1-Dimethylethyl)dimethylsilyl]oxy]-3-methoxyphenyl-1,3-dithiane 
(12). 1,3-Propanedithiol (3.19 mL, 31.8 mmol) and BF3‧OEt2 (537 L, 4.77 
mmol) were added to a solution of aldehyde 32 (4.25 g, 15.9 mmol) in CH2Cl2 
(64 mL) at 0 °C. The reaction mixture was allowed to warm up to room 
temperature and stirred for 2.5 h. The mixture was quenched with saturated 
aqueous NaHCO3 and extracted with EtOAc for three times. The organic layer was washed with brine 
and dried over Na2SO4. After filtration and concentration, the resulting residue was purified by silica 
gel column chromatography (hexane/acetone = 10/1) to afford dithiane 12 (3.31 g, 9.27 mmol, 58%) 
as a colorless oil. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.96 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.90 (d, J = 8.0, 2.4 Hz, 
1H), 6.78 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 5.11 (s, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.05 (td, J = 13.6, 2.4 Hz, 2H), 2.89 (ddd, J 
= 13.6, 4.8, 3.2 Hz, 2H), 2.20-2.11 (m, 1H), 1.7-1.84 (m, 1H), 0.98 (s, 9H), 0.14 (s, 6H).; 13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3): δ 150.9, 145.0, 132.3, 120.7, 120.1, 111.4, 55.4, 51.3, 32.2 (2C), 25.6 (3C), 25.0, 
18.4, −4.7 (2C).; IR (ATR) νmax; 2929, 2895, 2855, 1602, 1583, 1509, 1463, 1415, 1277, 1249, 1204, 
1181, 1152, 1124, 1037, 912, 901, 869, 839, 804, 782, 692 cm-1; ESI-HRMS: [M+H]+ :calcd for 
C17H29O2S2Si 257.1378 found 357.1363. 
 
3-Methoxy-4-(phenylmethoxy)-Benzaldehyde (13). BnBr (1.31 mL, 11.0 
mmol) and K2CO3 (2.07 g, 15.0 mmol) were added to a solution of vanillin 31 
(1.52 g, 10.0 mmol) in acetone (30 mL) at room temperature. The reaction mixture 
was refluxed for 3.5 h, quenched with saturated aqueous NH4Cl and concentrated. 
The residue was dissolved in H2O and extracted with EtOAc for three times. The organic layer was 
washed with brine and dried over Na2SO4. After filtration and concentration, the resulting residue was 
purified by silica gel column chromatography (hexane/EtOAc = 5/1) to afford aldehyde 13 (2.30 g, 
9.49 mmol, 95%) as a white solid. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 9.83 (s, 1H), 7.47-7.29 (m, 7H), 
6.98 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 5.24 (s, 2H), 3.94 (s, 3H).; 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 190.9, 153.5, 
150.0, 136.0, 130.2, 128.7 (2C), 128.2, 127.2 (2C), 126.5, 112.3, 109.3, 70.8, 56.0.; IR (ATR) νmax; 
2947, 2837, 1681, 1585, 1507, 1464, 1423, 1395, 1339, 1266, 1235, 1158, 1135, 1209, 1003, 859, 810, 
781, 733, 698 cm-1; ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for C15H14O3Na 265.0841, found 265.0612. 
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(3S*,4R*)-3-((S*)-(4-(Benzyloxy)-3-methoxyphenyl)(hydroxy)methyl)-4-(2-(4-((tert-
butyldimethylsilyl)oxy)-3-methoxyphenyl)-1,3-dithian-2-yl)dihydrofuran-2(3H)-one (14a) and 
(3S*,4R*)-3-((R*)-(4-(benzyloxy)-3-methoxyphenyl)(hydroxy)methyl)-4-(2-(4-((tert-
butyldimethylsilyl)oxy)-3-methoxyphenyl)-1,3-dithian-2-yl)dihydrofuran-2(3H)-one (14b). n-
Butyl lithium (1.55 M in hexane, 6.7 mL, 10.4 mmol) was added dropwise to a solution of dithiane 12 
(1.85 g, 5.20 mmol) in THF (52 mL) at −78 °C. After stirred for 30 min, furanone 11 (401 L, 5.72 
mmol) was added to the solution and stirred for another 30 min. To the solution was added a solution 
of aldehyde 13 (3.78 g, 15.6 mmol) in THF (16 mL) via cannula at −78 °C. The resulting solution was 
maintained for 30 min at −78 °C, and quenched with saturated aqueous NH4Cl. The mixture was 
extracted with EtOAc for three times. The organic layer was washed with brine and dried over Na2SO4. 
After filtration and concentration, the resulting residue was purified by silica gel column 
chromatography (hexane/EtOAc = 8/1 to 4/1) to afford 14 (2.37 g, 3.47 mmol, 67%, dr = 1.7/1) as a 
white solid. 14a: 1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ 7.44 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.36 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 
7.32-7.22 (m, 3H), 6.80-6.74 (m, 3H), 6.54 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 5.17 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 5.13 (d, J = 
12.0 Hz, 1H), 4.90 (dd, J = 5.4, 3.6 Hz, 1H), 4.60 (dd, J = 9.0, 2.4 Hz, 1H), 4.09 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 
3.86 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 3.26 (t, J = 3.6 Hz, 1H), 3.04 (d, J = 5.4 Hz, 1H, OH), 2.72 (ddd, J = 9.0, 
3.6, 2.4 Hz, 1H), 2.63-2.50 (m, 4H), 1.91-1.85 (m, 1H), 1.82-1.73 (m, 1H), 1.00 (s, 9H), 0.16 (s, 3H), 
0.15 (s, 3H).; 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ 178.4, 151.1, 149.5, 147.7, 144.5, 137.1, 133.2, 132.1, 
128.5 (2C), 127.8, 127.2 (2C), 122.0, 120.6, 118.2, 113.6, 112.8, 109.6, 73.8, 70.8, 69.4, 62.3, 56.0, 
55.4, 49.2, 48.5, 27.1, 26.9, 25.7 (3C), 24.5, 18.4, -4.5, -4.6.; IR (ATR) νmax; 3011, 2932, 1759, 1541, 
1464, 1267, 1216, 1137, 1024, 903, 840 cm-1; ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for C36H46O7S2SiNa 
705.2352, found 705.2375. 14b: 1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ 7.42 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.38-7.32 
(m, 4H), 7.29 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 6.83 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 6.79 (d, J = 7.8 
Hz, 1H), 6.69 (dd, J = 7.8, 1.2 Hz, 1H), 5.13 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 4.77 (br, 1H), 4.51 (dd, J = 10.2, 2.4 
Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.76 (s, 3H), 3.66 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 3.29 (t, J = 9.6 Hz, 1H), 2.84 (dt, J = 8.4, 
3.6 Hz, 1H), 2.74-2.50 (m, 4H), 2.29 (s, 1H, OH), 1.97-1.91 (m, 1H), 1.89-1.80 (m, 1H), 1.00 (s, 9H), 
0.17 (s, 6H).; 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ 176.2, 151.2, 149.5, 147.9, 144.7, 137.0, 132.8, 132.0, 
128.5 (2C), 127.8, 127.2 (2C), 122.1, 120.8, 118.2, 113.6, 113.0, 109.9, 73.4, 70.9, 68.1, 62.2, 56.0, 
55.6, 50.3, 49.8, 27.1, 26.9, 25.6 (3C), 24.5, 18.4, -4.6 (2C).; IR (ATR) νmax; 2932, 2907, 2855, 1771, 
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1595, 1509, 1464, 1400, 1266, 1229, 1178, 1139, 1034, 905, 838 cm-1; ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd 
for C36H46O7S2SiNa 705.2352, found 705.2377. 
 
 
(3S*,4R*)-4-(4-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-3-methoxybenzyl)-3-((S*)-hydroxy(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)methyl)dihydrofuran-2(3H)-one (34a) and (3S*,4R*)-4-(4-((tert-
butyldimethylsilyl)oxy)-3-methoxybenzyl)-3-((R*)-hydroxy(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)methyl)dihydrofuran-2(3H)-one (34b). NaBH4 (7.88 g, 208 mmol) and NiBr2 (22.7 
g, 104 mmol) was added to a solution of dithiane 14 (2.37 g, 2.47 mmol) in MeOH/THF (4/1, 340 mL) 
at 0 °C. The reaction mixture was allowed to warm to room temperature, stirred for 1 h and quenched 
with saturated aqueous NaHCO3. The mixture was evaporated, diluted with H2O and extracted with 
CHCl3 for five times. The organic layer was washed with brine and dried over Na2SO4. After filtration 
and concentration, the resulting residue was purified by silica gel column chromatography 
(hexane/EtOAc = 2/1) to afford alcohol 34 (1.01 g, 2.07 mmol, 60%, dr = 1.4/1) as a colorless oil. 
34a: 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.89 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 6.82 (dd, J = 7.6, 2.0 Hz, 1H), 6.75 (d, 
J = 2.0 Hz, 1H), 6.66 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 6.33 (dd, J = 7.6, 2.0 Hz, 1H), 6.31 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 5.62 
(s, 1H, OH), 5.24 (dd, J = 5.2, 3.6 Hz, 1H), 4.26 (t, J = 8.4 Hz, 1H), 3.92 (dd, J = 8.4, 6.8 Hz, 1H), 
3.83 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 2.86 (d, J = 5.2 Hz, 1H, OH), 2.85-2.74 (m, 1H), 2.66 (dd, J = 6.8, 3.6 Hz, 
1H), 2.39 (dd, J = 14.0, 8.4 Hz, 1H), 2.28 (dd, J = 14.0, 6.8 Hz, 1H), 0.98 (s, 9H), 0.123 (s, 3H), 0.115 
(s, 3H).; 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 178.4, 150.8, 146.7, 145.1, 143.6, 132.8, 131.2, 120.7, 120.6, 
118.1, 114.2, 112.3, 107.8, 72.5, 71.8, 55.8, 55.3, 52.7, 39.1, 36.6, 25.7 (3C), 18.4, -4.6, -4.7.; IR 
(ATR) νmax; 3431, 2928, 2857, 1756, 1605, 1513, 1464, 1419, 1387, 1279, 1236, 1207, 1158, 1125, 
1034, 900, 839 cm-1; ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for C26H36O7SiNa 511.2128, found 511.2134. 34b: 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.97 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.94 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.90 (dd, J = 8.4, 
2.0 Hz, 1H), 6.68 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.34 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H), 6.29 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 5.66 (s, 
1H, OH), 4.79 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.13 (dd, J = 12.0, 6.0 Hz, 1H), 4.13 (overlapped, 1H, OH), 3.91 
(overlapped, 1H), 3.90 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 2.59 (t, J = 8.4 Hz, 1H), 2.53-2.40 (m, 1H), 2.16 (dd, J = 
13.6, 6.0 Hz, 1H), 2.06 (dd, J = 13.6, 4.4 Hz, 1H), 0.97 (s, 9H), 0.11 (s, 6H).; 13C-NMR (100 MHz, 
CDCl3): δ 179.2, 150.9, 147.1, 146.0, 143.8, 132.0, 131.2, 120.9, 120.5, 119.9, 114.1, 112.3, 108.7, 
74.6, 72.2, 56.0, 55.4, 51.6, 40.0, 38.2, 25.7 (3C), 18.4, -4.7 (2C).; IR (ATR) νmax; 3446, 2952, 2930, 
2856, 1751, 1605, 1514, 1464, 1417, 1388, 1576, 1237, 1157, 1126, 1035, 1011, 903, 836 cm-1; ESI-
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HRMS: [M+Na]+ :calcd for C26H36O7SiNa 511.2128, found 511.2131. 
 
 
(3aR*,9S*,9aR*)-7-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-9-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-6-methoxy-
3a,4,9,9a-tetrahydronaphtho[2,3-c]furan-1(3H)-one (15) and (3aR*,9S*,9aR*)-7-hydroxy-9-(4-
hydroxy-3-methoxyphenyl)-6-methoxy-3a,4,9,9a-tetrahydronaphtho[2,3-c]furan-1(3H)-one 
(36). Alcohol 34 (21.3 mg, 43.6 mol) was dissolved in TFA/CH2Cl2 (1/2, 2.1 mL) at room 
temperature. The reaction mixture was stirred for 4 h at 40 °C and then concentrated. The residue was 
purified by silica gel column chromatography (hexane/EtOAc = 2/1 to acetone) to afford lactone 15 
(14.9 mg, 31.7 mol, 73%, colorless oil) and 36 (3.6 mg, 10.1 mol, 23%, white solid). 15: 1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3): δ 6.84 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.70 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.67 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H), 
6.58 (s, 1H), 6.32 (s, 1H), 5.56 (br, 1H, OH), 4.50 (dd, J = 8.4, 6.4 Hz, 1H), 4.03 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 
3.97 (dd, J = 9.6, 8.4 Hz, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 2.98 (dd, J = 15.2, 4.8 Hz, 1H), 2.90 (dd, J = 
15.2, 11.6 Hz, 1H), 2.69-2.55 (m, 1H), 2.49 (dd, J = 13.6, 10.8 Hz, 1H), 0.86 (s, 9H), -0.01 (s, 3H), -
0.03 (s, 3H).; 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 175.7, 149.5, 146.3, 144.3, 143.7, 135.1, 131.6, 127.5, 
122.0, 114.2, 112.0, 111.8, 71.0, 55.9, 55.6, 48.6, 45.4, 40.0, 32.5, 25.6 (3C), 18.3, -4.8 (2C).; IR 
(ATR) νmax; 3528, 3470, 2931, 2903, 2854, 1776, 1609, 1509, 1464, 1446, 1328, 1249, 1210, 1168, 
1103, 996, 903, 840 cm-1; ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for C26H34O6SiNa 493.2022, found 493.2035. 
[2M+Na]+ :calcd for C52H68O12Si2Na 963.4147, found 963.4191. 36: 1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): 
δ 8.78 (s, 1H, OH), 8.65 (s, 1H, OH), 6.71 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 6.70 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 6.66 (s, 1H), 
6.58 (dd, J = 7.8, 1.2 Hz, 1H), 6.16 (s, 1H), 4.45 (dd, J = 8.4, 6.6 Hz, 1H), 4.00 (dd, J = 10.8, 8.4 Hz, 
1H), 3.89 (d, J = 12.6 Hz, 1H), 3.71 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 2.92-2.80 (overlapped, 3H), 2.57-2.48 (m, 
1H).; 13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6): δ 176.0, 147.3, 146.0, 145.0, 144.7, 134.8, 132.2, 125.5, 121.7, 
116.3, 115.2, 113.3, 112.4, 70.7, 55.6, 55.5, 46.8, 44.7, 39.9, 31.6.; IR (ATR) νmax; 3443, 3371, 1759, 
1686, 1601, 1513, 1436, 1205, 1137, 1026, 1010, 832 cm-1; ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for 
C26H34O6SiNa 379.1158, found 379.1115. 
 
 Methyl (1S*,2R*,3R*)-7-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-1-(4-
hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(hydroxymethyl)-6-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydronaphthalene-2-carboxylate  (37). Lactone 15 (87.0 mg, 
185 mol) was dissolved in Et3N/MeOH (1/9, 10 mL) at room 
temperature and stirred for 3 days. The reaction mixture was diluted with 
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hexane and evaporated. The resulting crude alcohol 37 was used in the next reaction without further 
purification. 1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ 6.81 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 6.63 (dd, J = 7.2, 2.4 Hz, 1H), 
6.57 (s, 1H) , 6.53 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.19 (s, 1H) , 5.59 (s, 1H, OH), 4.19 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 3.79 
(overlapped, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.77 (s , 3H), 3.64 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 3.64 (overlapped, 1H, OH), 
3.53 (s, 3H), 2.88 (overlapped, 2H), 2.72 (dd, J = 11.4, 10.8 Hz, 1H), 2.22-2.32 (m, 1H), 0.85 (s, 9H), 
-0.02 (s, 3H) , -0.03 (s, 3H).; 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ 175.3, 149.4, 146.5, 144.3, 143.1, 135.6, 
130.5, 128.1, 122.1, 121.3, 114.0, 111.6, 110.9, 65.5, 55.8, 55.6, 52.6, 51.6, 48.5, 40.0, 32.0, 25.6 (3C), 
18.3, -4.8 (2C).; IR (ATR) νmax; 3440, 2930, 2857, 1730, 1608, 1513, 1465, 1336, 1260, 1213, 1165, 
1124, 1032, 912, 837 cm-1; ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for C27H38O7SiNa 525.2285, found 525.2289. 
[2M+Na]+ :calcd for C54H76O14Si2Na 1027.4671, found 1027.4661.   
 
 
Methyl (1S*,2R*,3R*)-7-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-1-(4-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-3-
methoxyphenyl)-3-(((tert-butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-6-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydronaphthalene-2-carboxylate (16) and (3aR*,9S*,9aR*)-7-((tert-
butyldimethylsilyl)oxy)-9-(4-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-3-methoxyphenyl)-6-methoxy-
3a,4,9,9a-tetrahydronaphtho[2,3-c]furan-1(3H)-one (S1). TBSCl (115 mg, 764 mol), Et3N (107 
L, 740 mol), and DMAP (14.0 mg, 115 mol) was added to a solution of crude alcohol in CH2Cl2 
(6 mL). The reaction mixture was stirred for 18 h at room temperature and quenched with 1 M aqueous 
HCl. The mixture was extracted with EtOAc for three times. The organic layer was washed with 
saturated aqueous NaHCO3 and brine, dried over Na2SO4, and concentrated. The resulting residue was 
purified by silica gel column chromatography (hexane/EtOAc = 20/1 to 2/1) to afford ester 16 (110 
mg, 150 mol, 81%, colorless oil) and S1 (5.5 mg, 9.40 mol, 5%, white solid). 16: 1H-NMR (400 
MHz, CDCl3): δ 6.75 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 6.59 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 6.58 (dd, J = 7.2, 1.6 Hz, 1H), 6.56 
(s, 1H), 6.20 (s, 1H), 4.10 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.59 (dd, J = 10.0, 3.6 Hz, 
1H), 3.54 (dd, J = 10.0, 5.2 Hz, 1H), 3.41 (s, 3H), 2.89 (dd, J = 17.2, 6.0 Hz, 1H), 2.82 (dd, J = 17.2, 
11.2 Hz, 1H), 2.68 (dd, J = 17.2, 11.2 Hz, 1H), 2.36-2.24 (m, 1H), 0.99 (s, 9H), 0.89 (s, 9H), 0.86 (s, 
9H), 0.13 (s, 6H), 0.04 (s, 3H), 0.03 (s, 3H), -0.01 (s, 3H), -0.04 (s, 3H) .; 13C-NMR (100 MHz, 
CDCl3): δ 175.3, 150.8, 149.3, 143.5, 142.9, 137.3, 130.8, 128.6, 121.5, 121.2, 120.7, 112.5, 111.7, 
77.2, 65.4, 55.6, 55.4, 52.3, 51.1, 49.3, 39.7, 32.1, 25.9 (3C), 25.72 (3C), 25.67 (3C), 18.4, 18.3, -4.7 
(2C) , -4.8 (2C) , -5.6 (2C).; IR (ATR) νmax; 2952, 2929, 2896, 2856, 1733, 1513, 1471, 1256, 1158, 
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1121, 907, 836 cm-1; ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for C39H66O7Si3Na 753.4014, found 753.4049. S1: 
1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ 6.77 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.68 (s, 1H), 6.63 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.57 
(s, 1H), 6.20 (s, 1H), 4.51 (dd, J = 7.8, 7.2 Hz, 1H), 4.03 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 3.97 (t, J = 9.6 Hz, 1H), 
3.79 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.88-3.71 (1H, overlapped), 2.97 (dd, J = 15.0, 4.8 Hz, 1H), 2.90 (dd, J = 
15.0, 12.6 Hz, 1H), 2.67-2.56 (m, 1H), 2.49 (t, J = 13.2 Hz, 1H), 0.99 (s, 9H), 0.86 (s, 9H), 0.14 (s, 
6H), -0.02 (s, 3H), -0.04 (s, 3H) .; 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ 175.6, 150.6, 149.5, 143.69, 143.66, 
136.7, 131.7, 127.5, 122.4, 121.6, 120.6, 113.4, 112.0, 71.0, 55.6, 55.5, 48.6, 45.4, 40.1, 32.6, 25.7 
(3C), 25.6 (3C), 18.4, 18.3, -4.6 (2C) , -4.68, -4.73 (2C).; IR (ATR) νmax; 2958, 2929, 2895, 2858, 
1781, 1513, 1471, 1333, 1290, 1249, 1173, 1157, 1108, 995, 910, 837, 779 cm-1; ESI-HRMS: 
[M+Na]+ :calcd for C32H48O6Si2Na 607.2887, found 607.2931. 
 
((1S*,2R*,3R*)-7-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-1-(4-((tert-
butyldimethylsilyl)oxy)-3-methoxyphenyl)-3-(((tert-
butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-6-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydronaphthalen-2-yl)methanol (17). Diisobutylalminium hydride 
(ca 1.0 M in hexane, 443 L, 443 mol) was added dropwise to a solution 
of ester 16 (58.9 g, 80.6 mol) in toluene (4 mL) at −78 °C and stirred 
for 15 min. The reaction mixture was quenched with saturated aqueous Rochelle salt and stirred for 
further 1 h at room temperature. The mixture was extracted with EtOAc for three times, washed with 
brine, dried over Na2SO4, and then concentrated. The resulting residue was purified by silica gel 
column chromatography (hexane/EtOAc = 8/1) to afford alcohol 17 (51.2 mg, 728 mol, 90%) as a 
colorless oil. 1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ 6.76 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 6.59 (dd, J = 7.2, 2.4 Hz, 1H), 
6.57 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.53 (s, 1H), 6.20 (s, 1H), 3.86 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 3.83-3.64 (3H, 
overlapped), 3.76 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.40-3.35 (m, 1H), 3.09 (dd, J = 7.8, 5.4 Hz, 1H), 2.72-2.61 
(m, 2H), 2.12-2.05 (m, 1H), 1.70-1.64 (m, 1H), 0.99 (s, 9H), 0.91 (s, 9H), 0.85 (s, 9H), 0.136 (s, 3H), 
0.132 (s, 3H), 0.11 (s, 6H), -0.04 (s, 3H), -0.05 (s, 3H).; 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ 150.8, 148.9, 
143.2, 142.9, 139.0, 132.8, 128.6, 122.2, 121.9, 120.7, 112.9, 111.4, 67.5, 61.6, 55.6, 55.4, 49.1, 47.7, 
39.1, 33.2, 25.8 (3C), 25.72 (3C), 25.65 (3C), 18.4, 18.3, 18.1, -4.68, -4.72 (2C) , -4.75, -5.7, -5.62.; 
IR (ATR) νmax; 3413, 2953, 2929, 2895, 2856, 1509, 1464, 1252, 1123, 1037, 900, 834, 778, 733, 670 
cm-1; ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for C38H66O6Si3Na 725.4065, found 725.4059. 
 
(±)-Isolariciresinol (18). TBAF in THF (ca 1.0 M in THF, 40 L, 40 mol) 
was added to a solution of alcohol 17 (4.7 mg, 6.68mol) in THF (1 mL) at 
room temperature and stirred for 21 h. The reaction mixture was quenched 
with H2O, extracted with CHCl3 for three times. The organic layer was 
washed with brine, dried over Na2SO4 and then concentrated. The resulting 
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residue was purified by silica gel column chromatography (hexane/EtOAc = 1/3 to 1/5) to afford (±)-
isolariciresinol (18) (1.9 mg, 5.27 mol, 79%) as a colorless oil. For spectral data, see table 6 on page 
33. 
 
1,2,3,4-Tetrabenzoate-D-xylopyranose (46). Benzoyl chloride (1.16 mL, 10.0 
mmol) was added to a solution of D-(+)-xylose (300 mg, 2.00 mmol) in pyridine 
(10 mL) at 0 °C and allowed to warm up to room temperature. The mixture was 
stirred for 13 h and quenched with saturated aqueous NaHCO3. The mixture was extracted with CHCl3 
for three times. The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated. The 
resulting residue was purified by silica gel column chromatography (hexane/EtOAc = 4/1) to afford 
benzoate 46 (1.14 g, quant.,  = 20/1) as a colorless oil. Data of the major isomer: 46: 1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3): δ 8.15 (dd, J = 8.4, 1.6 Hz, 2H), 7.99 (dd, J = 8.8, 1.2 Hz, 2H), 7.95 (dd, J = 8.8, 
1.6 Hz, 2H), 7.89 (dd, J = 8.8, 1.6 Hz, 2H), 7.67-7.45 (m, 6H), 7.42-7.29 (m, 6H), 6.76 (d, J = 4.0 Hz, 
1H), 6.28 (dd, J = 10.0, 9.6 Hz, 1H), 5.63 (dd, J = 10.0, 4.0 Hz, 1H), 5.54 (ddd, J = 10.4, 9.6, 5.6 Hz, 
1H), 4.30 (dd, J = 10.8, 5.6 Hz, 1H), 4.04 (dd, J = 10.4, 10.0 Hz, 1H).; 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): 
δ 165.8, 165.5, 165.4, 164.6, 133.9, 133.52, 133.47, 133.4, 130.0 (2C), 129.9 (2C), 129.8 (2C), 129.7 
(2C), 129.0, 128.9, 128.8, 128.7 (2C), 128.6, 128.5 (2C), 128.4 (4C), 90.2, 76.8, 70.2, 69.9, 69.4, 61.2.; 
IR (ATR) νmax; 3063, 2958, 1725, 1602, 1451, 1255, 1177, 1092, 1020, 908, 853, 706 cm-1; ESI-
HRMS: [M+Na]+ :calcd for C33H26O9Na 589.1475, found 589.1489. 
 
2,3,4-Tribenzoate-α-D-xylopyranosyl bromide (19). HBr in AcOH (ca 5.1 M 
in AcOH, 698 L, 3.56 mmol) was added to a solution of benzoate 46 (336 mg, 
593 mol) in CH2Cl2 (6 mL) at 0 °C and stirred for 2 h. The mixture was quenched 
with saturated aqueous NaHCO3 and extracted with EtOAc for three times. The organic layer was 
washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated. The resulting residue was purified by silica 
gel column chromatography (hexane/EtOAc = 4/1) to afford bromide 19 (169 mg, 322 mol, 54%, 
only) as a white solid. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8.03-7.91 (m, 6H), 7.58-7.30 (m, 9H), 6.83 
(d, J = 4.4 Hz, 1H), 6.24 (dd, J = 10.0, 9.6 Hz, 1H), 5.50 (ddd, J = 10.8, 9.6, 6.0 Hz, 1H), 5.29 (dd, J 
= 10.0, 4.4 Hz, 1H), 4.36 (dd, J = 11.6, 6.0 Hz, 1H), 4.13 (dd, J = 11.6, 10.8 Hz, 1H).; 13C-NMR (150 
MHz, CDCl3): δ 165.6, 165.5, 165.3, 133.8, 133.6, 133.4, 130.0, 129.9, 129.7, 129.2, 128.9, 128.6, 
128.54 (2C), 128.50 (2C), 128.47 (3C), 128.4 (2C), 87.9, 71.4, 70.0, 68.8, 62.9.; IR (ATR) νmax; 1727, 
1259, 1106 cm-1. 
 
Ethyl 1-thio-tribenzoate-D-xylopyranoside (47). EtSH (102 L, 1.41 mmol) 
and BF3‧OEt2 (177 L, 1.41 mmol) was added to a solution of benzoate 46 (177 
mg, 331 mol) in (CH2)2Cl2 (3 mL) at room temperature and stirred for 7 h at 
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60 °C. The mixture was cooled to room temperature, quenched with Et3N and concentrated. The 
residue was dissolved in EtOAc, washed with saturated aqueous NaHCO3 and brine for three times. 
The organic layer was dried over Na2SO4 and concentrated. The resulting residue was purified by 
silica gel column chromatography (hexane/EtOAc = 10/1) to afford tribenzoate 47 (58.6 mg, 116 mol, 
37%, ) as a colorless oil. 47 1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ 8.04-7.93 (m, 6H), 7.56-
7.49 (m, 3H), 7.42-7.32 (m, 6H), 6.00 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 5.80 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 5.47-5.42 
(overlapped, 1H), 5.39 (ddd, J = 9.6, 9.0, 5.4 Hz, 1H), 4.29 (dd, J = 10.8, 9.6 Hz, 1H), 4.11 (dd, J = 
10.8, 5.4 Hz, 1H), 2.82-2.70 (m, 2H), 1.31 (t, J = 7.2 Hz, 3H).; 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ 165.6, 
165.4, 165.2, 133.4, 133.2, 130.0 (2C), 129.8 (2C), 129.7 (2C), 129.4 (4C), 128.3 (4C), 82.3, 71.4, 
69.9, 69.8, 69.0, 59.7, 24.4, 14.7. 47: 1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ 8.04-7.93 (m, 6H), 7.49-7.45 
(m, 3H), 7.42-7.32 (m, 6H), 5.79 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 5.47-5.42 (overlapped, 1H), 5.32 (ddd, J = 6.6, 
5.4, 3.6 Hz, 1H), 5.00 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 4.61 (dd, J = 12.0, 3.6 Hz, 1H), 3.74 (dd, J = 12.0, 6.6 Hz, 
1H), 2.82-2.70 (m, 2H), 1.27 (t, J = 7.2 Hz, 3H). ; 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ 165.5, 165.3, 165.1, 
134.1, 133.4, 133.3, 129.9 (2C), 129.8 (2C), 129.115, 129.096, 128.96, 128.91, 128.89, 128.5, 128.44 
(3C), 128.39, 128.33, 83.4, 71.0, 70.1, 69.0, 64.0, 24.8, 14.9. 
IR (ATR) νmax; 2974, 1726, 1602, 1451, 1315, 1261, 1178, 1094, 1069, 1027, 709 cm-1; 
ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for C28H26NaO7S1 529.1297, found 529.1274.: 
 
2,3,4-Tribenzoate-D-xylopyranose (48). Ag2CO3 (63.8 mg, 231 mol) was 
added to a solution of bromide 19 (60.8 mg, 116 mol) in Acetone/H2O/CH2Cl2 
= 22/1/2 (1.25 mL) at room temperature and stirred for 1 h. The mixture was 
filtrated through Celite and washed with EtOAc. The filtrate was concentrated and the resulting residue 
was purified by silica gel column chromatography (hexane/EtOAc = 5/1) to afford alcohol 48 (42.0 
mg, 90.8 mol, 78%, ) as a colorless oil. 48: 1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ 8.02-7.92 (m, 
6H), 7.55-7.44 (m, 3H), 7.42-7.31 (m, 6H), 6.21 (t, J = 9.6 Hz, 1H), 5.69 (s, 1H), 5.43-5.37 (overlapped, 
1H), 5.32-5.27 (overlapped, 1H), 4.15-4.11 (m, 2H), 3.19 (s, OH).; 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ 
165.8, 165.7, 165.6, 133.5, 133.4, 133.2, 129.9 (2C), 129.8 (3C), 129.7 (2C), 128.5 (4C), 128.4 (2C), 
128.3 (2C), 90.6, 71.9, 69.9, 69.4, 59.0. 48: 1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ 8.03-7.90 (m, 6H), 7.56-
7.43 (m, 3H), 7.42-7.30 (m, 6H), 5.92 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 5.43-5.37 (overlapped, 1H), 5.32-5.27 
(overlapped, 1H), 5.00 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 4.46 (dd, J = 12.0, 6.0 Hz, 1H), 3.87 (d, J = 7.8 Hz, 1H, 
OH), 3.65 (dd, J = 12.0, 8.4 Hz, 1H).; 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ 166.7, 165.7, 165.6, 133.6, 
133.5, 129.9 (2C), 129.7 (2C), 129.18, 128.99, 128.91, 128.914, 128.857, 128.685, 128.426 (2C), 
128.39 (2C), 128.33 (2C), 96.1, 73.5, 72.1, 69.7, 62.7. 
IR (ATR) νmax; 3455, 1726, 1604, 1454, 1314, 1264, 1179, 1108, 1094, 1069, 1025, 950, 708 cm-1; 
ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for C26H22NaO8 485.1212, found 485.1204.: [2M+Na]+ :calcd for 
C52H44NaO16 947.2527, found 947.2486. 
87 
 
 
2,3,4-Tribenzoate 1-(2,2,2-trichloroethanimidate)-D-xylopyranose (49).  
Cl3CCN (78.4 L, 782 mol) and DBU (23.3 L, 156 mol) was added to 
a solution of alcohol 48 (24.1 mg, 52.1 mol) in CH2Cl2 (600 L) at room 
temperature and stirred for 1 h. The mixture was purified by silica gel 
column chromatography (hexane/EtOAc = 5/1) to afford imidate 49 (15.8 mg, 26.0 mol, 50%, 
) as a colorless oil. 49: 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8.64 (s, 1H), 8.03-7.88 (m, 6H), 
7.56-7.28 (m, 9H), 6.73 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 6.25 (t, J = 10.0 Hz, 1H), 5.57 (dd, J = 10.0, 3.6 Hz, 1H), 
5.50 (ddd, J = 10.0, 8.4, 6.0 Hz, 1H), 4.30 (dd, J = 11.2, 6.0 Hz, 1H), 4.05 (dd, J = 11.2, 8.4 Hz, 1H).; 
13C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ 165.6, 165.5, 165.4, 160.7, 133.5 (2C), 133.3, 129.9 (4C), 129.7 (2C), 
128.9, 128.7, 128.52, 128.46 (3C), 128.42 (3C), 128.37 (3C), 93.4, 90.7, 70.5, 69.6, 69.4, 61.2.; IR 
(ATR) νmax; 1733, 1684, 1458, 1261, 1094, 1070, 1021, 795, 709 cm-1; 49: 1H-NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ 8.80 (s, 1H), 8.20-7.96 (m, 6H), 7.64-7.28 (m, 9H), 6.44 (br, 1H), 5.72 (br, 1H), 5.51 (br, 
1H), 5.30 (br, 1H), 4.61 (d, J = 12.6 Hz, 1H), 4.08 (d, J = 12.6 Hz, 1H).; 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): 
δ 165.5, 164.9, 164.8, 160.6, 133.7, 133.6, 133.5, 130.2 (2C), 130.0 (4C), 129.2, 128.8, 128.7, 128.5, 
128.42 (3C), 128.39 (2C), 94.5, 90.8, 67.4, 67.1, 67.0, 60.8.; IR (ATR) νmax; 1724, 1674, 1602, 1452, 
1304, 1259, 1177, 1095, 1069, 1027, 97, 795, 709 cm-1; 
ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for C28H2235Cl3NNaO8 628.0309, found 628.0345.: [M+Na]+ :calcd for 
C28H2235Cl237Cl1NNaO8 630.0279, found 630.0297. 
 
D-Xylopyranosyl fluoride tribenzoate (9CI) (50). Et2NSF3 (11.8 L, 89.0 
mol) was added to a solution of alcohol 48 (20.6 mg, 44.5 mol) in CH2Cl2 (1 
mL) at −30 °C and allowed to warm up to room temperature. The mixture was 
stirred for 3 h and quenched with MeOH. The mixture was concentrated, then dissolved in CHCl3. 
The organic layer was washed with brine for three times, dried over Na2SO4, and concentrated. The 
resulting residue was purified by silica gel column chromatography (hexane/EtOAc = 6/1) to afford 
fluoride 50 (18.5 mg, 39.8 mol, 89%,  = 1/5) as a colorless oil. Data of the major isomer: 50β: 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8.12-7.98 (m, 6H), 7.63-7.29 (m, 9H), 5.80 (dd, J = 48.8 Hz, br, 1H), 
5.66 (br, 1H), 5.35 (br, 1H), 5.25 (br), 4.60 (dd, J = 13.2, 1.8 Hz, 1H), 4.13 (d, J = 13.2 Hz, 1H).; 13C-
NMR (150 MHz, CDCl3): δ 165.5, 164.9, 164.5, 133.74, 133.68, 133.65, 130.05, 130.00 (2C), 129.8, 
129.7, 129.2, 128.8, 128.7, 128.6, 128.5 (2C), 104.7 (d, J = 224 Hz), 69.1 (d, J = 23.1 Hz), 66.1 (d, J 
= 66.5 Hz), 66.2 (d, J = 37.6 Hz), 60.0.; IR (ATR) νmax; 1726, 1261, 1187, 1097, 709 cm-1; ESI-HRMS: 
[M+Na]+ :calcd for C26H21FNaO7 487.1169, found 487.1168.: [2M+Na]+ :calcd for C52H42F2NaO14 
951.2440, found 951.2460. 
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Schizandriside (1) and saracoside (22). Alcohol 17 (23.3 mg, 0.0331 mmol), bromide 19 (26.1 mg, 
0.0497 mmol), and MS4A (400wt%) was dissolved in CH2Cl2 (1.6 mL). After stirred for 30 min at 
0 °C, TMU (11.9 mL, 99.3 mmol) and AgOTf (25.5 mg, 99.3 mmol) was added to the solution. The 
reaction mixture was stirred for 1.5 d at 0 °C, quenched with Et3N and filtrated through Celite. The 
filter cake was washed with EtOAc. The filtrate was concentrated, washed with brine, dried over 
Na2SO4, and then concentrated. The resulting residue was purified by silica gel column 
chromatography (hexane/EtOAc = 10/1) to afford glycoside 20 and 21 (16.1 mg) as a white solid. 
(AcO)2Zn (31.8 mg, 0.169 mmol) was added to a solution of glycoside 20 and 21 (16.1 mg) in MeOH 
(1 mL). The reaction mixture was refluxed for 4 days and evaporated. The residue was washed with 
brine, dried over Na2SO4, and then concentrated. The resulting residue was purified by silica gel 
column chromatography (hexane/EtOAc = 10/1) to afford triol mixture (2.3 mg) as a colorless oil. 
Et3N・3HF (excess) was added to a solution of triol mixture (2.3 mg) in THF (550 mL). The reaction 
mixture was stirred for 21 h at room temperature and quenched with NaHCO3. The mixture was 
filtrated, washed with MeOH and concentrated. The resulting residue was purified by silica gel column 
chromatography (CHCl3/MeOH = 5/1) to afford 1 and 22 (1.8 mg) as a white solid. The mixture was 
purified by reverse-phase HPLC (CAPCELL PAK C18 MGII; eluent, H2O/MeOH = 6/4; flow rate, 
2.0 mL/min; detection, UV at 280 nm) to give 1 (0.4 mg, 0.812 µmol, 3%, tR 26 min) and 22 (0.6 mg, 
1.22 µmol, 4%, tR 38 min). 
1: For spectral data, see table 13 on page 44. 22: For spectral data, see table 14 on page 45.  
 
General procedure for compound 23a-c 
EDC・HCl (5 equiv.) and DMAP (1.1 equiv.) was added to a solution of alcohol 17 (8 mmol) and 
carboxylic acid (2 equiv.) in CH2Cl2 (1 mL). The reaction mixture was stirred until TLC spot of starting 
material disappears, then quenched with H2O and extracted with EtOAc. The organic layer was 
washed with brine for three times, dried over Na2SO4, and concentrated. The resulting residue was 
purified by silica gel column chromatography (hexane/EtOAc = 10/1) to afford ester 23a-c as a 
colorless oil. 
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23a: 1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ7.24 (s, 2H), 6.75 (d, 
J = 8.4 Hz, 1H), 6.60 (s, 1H), 6.57 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H), 
6.52 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 6.22 (s, 1H), 4.36 (dd, J = 11.4, 
2.4 Hz, 1H), 4.01 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 3.97 (dd, J = 11.4, 
2.4 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.72 (dd, J = 10.2, 5.4 Hz, 1H), 
3.67 (dd, J = 10.2, 3.0 Hz, 1H), 3.63 (s, 3H), 2.94 (dd, J = 
15.6, 10.8 Hz, 1H), 2.80 (dd, J = 15.6, 4.8 Hz, 1H), 2.18-2.10 (m, 1H), 2.04-2.00 (m, 1H), 0.99 (s, 
18H) , 0.92 (s, 18H) , 0.86 (s, 18H), 0.213 (s, 6H), 0.210 (s, 6H), 0.13 (s, 12H), 0.024 (s, 3H), 0.20 (s, 
3H), -0.01 (s, 3H), -0.03 (s, 3H).; 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ 165.9, 150.9, 149.0, 148.43, 148.41, 
143.9, 143.4, 143.1, 142.8, 138.3, 132.0, 129.5, 121.8, 121.7, 120.7, 115.4 (2C), 113.0, 111.8, 64.8, 
62.8, 55.6, 55.4, 47.2, 43.4, 37.9, 32.9, 26.2 (6C), 26.1 (3C), 25.9 (3C), 25.73 (3C), 25.70 (3C), 18.8 
(2C), 18.5, 18.4, 18.35, 18.29, -3.7 (4C), -3.9 (2C), -4.67 (2C), -4.70 (2C), -5.5 (2C).; IR (ATR) νmax; 
2951, 2930, 2858, 1719, 1577, 1513, 1467, 1426, 1344, 1257, 1221, 1092, 1029, 911, 837, 785 cm-1; 
ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for C63H112O10Si6Na 1219.6769, found 1219.6814. 
 
23b: 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ9.24 (s, 1H), 8.79 (brd, 1H), 
8.27 (dt, J = 7.6, 2.0 Hz, 1H), 7.40 (dd, J = 7.6, 4.8 Hz, 1H), 6.76 
(d, J = 7.6 Hz, 1H), 6.61 (s, 1H), 6.58 (dd, J = 7.6, 2.0 Hz, 1H), 
6.54 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.21 (s, 1H), 4.46 (dd, J = 11.2, 3.2 Hz, 
1H), 4.14 (dd, J = 11.2, 2.8 Hz, 1H), 3.96 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 
3.79 (s, 3H), 3.70 (dd, J = 5.6, 5.2 Hz, 1H), 3.70-3.63 (overlapped, 
1H), 3.66 (s, 3H), 2.95 (dd, J = 15.6, 10.4 Hz, 1H), 2.81 (dd, J = 15.6, 4.4 Hz, 1H), 2.22-2.15 (m, 1H), 
2.15-2.06 (m, 1H), 0.99 (s, 9H) , 0.87 (s, 9H) , 0.86 (s, 9H), 0.14 (s, 6H), 0.04 (s, 3H), 0.03 (s, 3H), -
0.01 (s, 3H), -0.03 (s, 3H).; 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ 165.1, 153.4, 151.0, 150.8, 149.2, 143.6, 
143.0, 137.9, 137.0, 131.9, 129.3, 123.3, 121.8, 121.7, 120.8, 115.9, 112.7, 111.8, 64.9, 64.4, 55.7, 
55.4, 47.4, 43.1, 38.0, 32.7, 25.9 (3C), 25.72 (3C), 25.68 (3C), 18.4, 18.35, 18.29, -4.67 (2C), -4.69 
(2C), -5.5 (2C).; IR (ATR) νmax; 2928, 2947, 2856, 2012, 1727, 1513, 1472, 1280, 1262, 1119, 900, 
840 cm-1; ESI-HRMS: [M+H]+ :calcd for C44H70NO7Si3 808.4460, found 808.4460. 
 
23c: 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ7.58 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.15 
(d, J = 3.6 Hz, 1H), 6.76 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.60 (s, 1H), 6.59 (d, 
J = 2.0 Hz, 1H), 6.56 (dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H), 6.50 (dd, J = 3.6, 
1.6 Hz, 1H), 6.21 (s, 1H), 4.39 (dd, J = 11.6, 2.8 Hz, 1H), 4.07 (dd, 
J = 11.6, 2.8 Hz, 1H), 3.95 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.71-
3.66 (overlapped, 2H), 3.67 (s, 3H), 2.94 (dd, J = 16.0, 15.2 Hz, 
1H), 2.79 (dd, J = 16.0, 4.8 Hz, 1H), 2.20-2.10 (m, 1H), 2.10-2.00 (m, 1H), 0.99 (s, 9H) , 0.87 (s, 9H) , 
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0.86 (s, 9H), 0.14 (s, 6H), 0.04 (s, 3H), 0.03 (s, 3H), -0.01 (s, 3H), -0.04 (s, 3H).; 13C-NMR (150 MHz, 
CDCl3): δ 158.7, 151.0, 149.1, 146.2 (2C), 145.8, 143.5, 142.9, 138.1, 132.1, 129.5, 121.8, 120.8, 
117.6, 113.0, 111.9, 111.7, 64.8, 63.8, 55.7, 55.5, 47.1, 43.1, 38.0, 32.6, 25.9 (3C), 25.74 (3C), 25.69 
(3C), 18.42, 18.35, 18.30, -4.67 (4C), -5.47, -5.50.; IR (ATR) νmax; 2928, 2855, 1735, 1510, 1471, 
1294, 1257, 1122, 904, 838, 780 cm-1; ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for C43H68O8Si3Na 819.4120, 
found 819.4116. 
 
General procedure for compound 24a-c 
Et3N・3HF (excess) was added to a solution of ester 23a-c (6-8 mol) in THF (0.01 M). The reaction 
mixture was monitored by TLC and quenched with NaHCO3. After concentration, the resulting residue 
was purified by silica gel column chromatography (CHCl3/MeOH = 5/1) to afford 24a-c as a colorless 
oil. 
 
24a: 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ7.12 (s, 2H), 6.81 (d, J = 
8.0 Hz, 1H), 6.60 (s, 1H), 6.58 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 6.56 
(d, J = 1.6 Hz, 1H), 6.29 (s, 1H), 4.25 (dd, J = 10.8, 3.2 Hz, 
1H), 3.06 (dd, J = 10.8, 3.2 Hz, 1H), 3.91 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 
3.84 (s, 3H), 3.80 (dd, J = 11.2, 3.6 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 3.70 
(dd, J = 11.2, 6.0 Hz, 1H), 3.63 (s, 1H, OH), 3.46 (s, 4H, OH), 
3.28 (dd, J = 14.8, 7.2 Hz, 1H), 2.94 (dd, J = 14.8, 7.2 Hz, 1H), 2.89 (br, 1H, OH), 2.28-2.15 (m, 1H), 
2.09-2.00 (m, 1H).; 13C-NMR (150 MHz, CD3OD): δ 168.5, 149.1, 147.4, 146.6 (2C), 146.2, 137.5, 
133.7, 128.9, 123.0, 121.5, 117.1, 116.2 (2C), 113.7, 112.4, 109.9 (2C), 105.1, 65.1, 64.3, 56.4, 56.2, 
45.0, 39.6, 33.7, 30.7.; IR (ATR) νmax; 3403, 1690, 1611, 1513, 1449, 1345, 1233, 1126, 1096, 1034, 
872 cm-1; ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd for C27H28O10Na 535.1580, found 535.1595. 
 
24b: 1H-NMR (600 MHz, CD3OD): δ9.10 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 8.74 
(dd, J = 4.8, 1.8 Hz, 1H), 8.35 (dt, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H), 7.56 (dd, J 
= 8.4, 4.8 Hz, 1H), 6.73 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.70 (s, 1H), 6.67 (d, J 
= 1.8 Hz, 1H), 6.61 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H), 6.19 (s, 1H), 4.47 (dd, 
J = 12.0, 3.6 Hz, 1H), 4.24 (dd, J = 12.0, 3.0 Hz, 1H), 3.93 (d, J = 
8.4 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 3.73 (dd, J = 11.4, 3.6 Hz, 
1H), 3.67 (dd, J = 11.4, 6.0 Hz, 1H), 2.90-2.87 (m, 2H), 2.18-2.15 (m, 2H).; 13C-NMR (150 MHz, 
CD3OD): δ 160.0, 154.0, 151.1, 149.2, 147.4, 146.3, 145.4, 138.9, 137.5, 137.1, 133.7, 128.8, 125.3, 
123.1, 117.1, 116.2, 113.6, 112.5, 66.3, 65.3, 56.4, 56.3, 44.8, 39.9, 33.5, 30.8.; IR (ATR) νmax; 3367, 
2945, 2373, 2319, 1713, 1598, 1513, 1457, 1281, 1123, 1024, 868, 822 cm-1; ESI-HRMS: 
[M+Na]+ :calcd for C26H27NO7Na 488.1685, found 488.1686. 
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24c: 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ7.57 (dd, J = 2.0, 1.2 Hz, 1H), 
7.15 (dd, J = 3.2, 1.2 Hz, 1H), 6.83 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.65 (dd, J 
= 8.4, 2.0 Hz, 1H), 6.62 (s, 1H), 6.59 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.51 (dd, 
J = 3.2, 2.0 Hz, 1H), 6.32 (s, 1H), 5.51 (br, 1H, OH), 5.34 (br, 1H, 
OH), 4.39 (dd, J = 11.2, 3.2 Hz, 1H), 4.16 (dd, J = 11.2, 4.8 Hz, 1H), 
3.87 (s, 3H), 3.88-3.84 (overlapped, 2H), 3.82-3.77 (overlapped, 
2H), 3.79 (s, 3H), 3.00 (dd, J = 16.0, 10.8 Hz, 1H), 2.84 (dd, J = 16.0, 4.8 Hz, 1H), 2.23-2.08 (m, 
2H).; 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ 158.5, 146.7, 146.4, 145.0, 144.5, 144.4, 143.7, 136.0, 132.3, 
127.6, 122.3, 118.0, 115.3, 114.4, 111.9, 111.4, 110.3, 65.1, 64.9, 55.9 (2C), 47.7, 43.1, 39.0, 32.6.; 
IR (ATR) νmax; 3355, 1633, 1514, 1472, 1300, 1184, 1125, 1016 cm-1; ESI-HRMS: [M+Na]+ :calcd 
for C25H26O8Na 477.1525, found 477.1529. 
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第３章に関する実験 
 
Antioxidant assay 
 
The antioxidant activity was evaluated according to a previous report73). Using a 96 well clear 
microplate, 10 L of sample-DMSO solution was placed in each microwell. Quercetin (25 M) was 
used as a positive control. DPPH-MeOH solution (190 L, final concentration of DPPH: 200 M) was 
added to each microwell, then the microplate was shaken for 30 minutes at room temperature using a 
microplate mixer. The absorbance was determined at 492 nm using a microplate reader (Thermo 
Scientific Multiskan FC). Each sample was measured in triplicate, and the mean result was taken. The 
antioxidant activity was expressed in terms of IC50 (M). 
 
 
The docking model of schizandriside (1) and 2 with HLH domain 
 
The 3D structures of schizandriside (1) and 2 were constructed with the Build module in MOE (version 
2015; Chemical Computing Group, Montreal, Canada). The protein model was constructed based on 
the structure of HLH domain taken from the Protein Data Bank (PDB) (PDB code: 2MH385)). Water 
molecules in the crystal structure were removed. All hydrogen atoms were added and Amber all-atom 
charges were assigned for the whole protein. The molecular docking simulations were performed by 
considering the interface of HLH dimerization domain with the Docking module in MOE. 
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略語表 
 
本論文中で、以下の略語を用いた。 
Ac acetyl 
Boc t-butoxycarbonyl 
Bz benzoyl 
DAST (diethylamine)sulfer trifluoride 
DBU 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene 
DCC N,N'-dicyclohexylcarbodiimide 
DCE dichloroethane 
DIBAL diisobutylaluminium hydride 
DIPEA diisopropylethylamine 
DMAP 4-dimethylaminopyridine 
DMF N,N-dimethylformamide 
DMPU N,N'-dimethylpropyleneurea 
DMSO dimethyl sulfoxide 
DTBMP 2,6-di-t-butylpyridine 
EDC 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride 
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 
HOBt 1-hydroxybenzotriazole 
LHMDS lithium bis(trimethylsilyl)amide 
MOM methoxymethyl 
MS4A molecular sieve 4A 
NIS N-iodosuccinimide 
TBAF tetra-n-butylammonium fluoride 
TBDPS t-butyldiphenylsilyl 
TBS t-butyldimethylsilyl 
TEA triethylamine 
TFAA trifluoroacetic anhydride 
THF tetrahydrofuran 
TMEDA N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine 
TMS trimethylsilyl 
TMU 1,1,3,3-tetramethylurea 
Tf trifluoromethanesulfonyl 
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